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L’alimentazione larvale è ancora un vincolo importante allo sviluppo dell’allevamento 
di Sparus aurata. Per garantire una crescita corretta e un elevato tasso di sopravvivenza, 
è fondamentale un regime alimentare affidabile che soddisfi le esigenze nutrizionali 
delle larve, sia qualitativamente che quantitativamente. Attualmente, il miglior regime 
alimentare per l’allevamento larvale intensivo di orata, si basa sull’utilizzo di prede vive 
(rotiferi e Artemia) durante le prime settimane successive alla schiusa, seguito da una 
contemporanea alimentazione a base di alimento vivo e artificiale. Comunque, il costo 
delle infrastrutture, della manodopera e delle energie investite nella produzione su larga 
scala di questi organismi zooplanctonici rappresenta una spesa significante. Per questo, 
è di grande interesse sviluppare una dieta larvale artificiale che sia sempre disponibile e 
che sia una valida ed economica alternativa. 
Questo studio valuta l’effetto della somministrazione di Artemia, in forma ridotta, su 
accrescimento, deformità e sopravvivenza, in due fasi di sviluppo: una precoce, da 18 a 
33 dph, ed una fase successiva, da 28 a 37 dph. E’ stato utilizzato un lotto di circa 2 
milioni di uova ottenuto da riproduttori soggetti ad un foto-termo periodo controllato.  
A 18 giorni dopo la schiusa, le larve sono state trasferite in 12 vasche da 1000 litri ad 
una densità di 36 larve/litro e sottoposte a quattro differenti trattamenti in tre repliche. 
⋅ Trattamento 1, controllo positivo: alimentazione standard con alimento 
sperimentale LFR52, ed alimento vivo (rotiferi e Artemia); 
⋅ Trattamento 2, controllo negativo: sostituzione totale di Artemia con LFR52; 
⋅ Trattamento 3: Artemia dal giorno 19 al 33 dopo la schiusa; 
⋅ Trattamento 4: Artemia dal giorno 28 al 37 dopo la schiusa. 
Tutte le vasche d’allevamento sperimentali sono state sottoposte a parametri ambientali 
ottimali e differiscono solo per il trattamento alimentare.  
Nei trattamenti 3 e 4, la quantità totale di Artemia somministrata è stata ridotta (5% 
dell’alimento totale, rispetto al 40% di un regime standard) per valutare se lo sviluppo 
larvale in queste quantità può essere paragonato a quello delle larve sottoposte al 
trattamento 1, e per comprendere meglio in quale periodo dello sviluppo sia più 
importante la sua assunzione, se in una fase precoce della crescita o in un periodo di 
grande bisogni energetici per una crescita rapida (dal 28° al 37° giorno). 
  
Settimanalmente, campioni di 20 larve sono stati prelevati dalle vasche di appartenenza 
e sono state osservate tramite stereomicroscopio le caratteristiche morfologiche e 
fisiologiche delle stesse (previa anestesia con benzocaina 0,2 g/l). Grazie a questi dati 
biometrici è stato possibile ottenere importanti valutazioni qualitative e quantitative 
sullo sviluppo larvale, che possono essere riconducibili ai differenti regimi alimentari, 
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L’alimentazione larvale, oltre ai problemi di natura zootecnica, è ancora un vincolo 
importante allo sviluppo dell’allevamento di specie ittiche marine. Per garantire una 
crescita corretta e un elevato tasso di sopravvivenza, è fondamentale un regime 
alimentare affidabile che soddisfi le esigenze nutrizionali delle larve, sia 
qualitativamente che quantitativamente. 
Attualmente, un sistema di alimentazione standard per l’allevamento larvale intensivo di 
specie ittiche marine, si basa sull’utilizzo di prede vive durante le prime settimane 
successive alla schiusa, seguito da una contemporanea alimentazione a base di alimento 
vivo e artificiale (Person-Le Ruyet et al., 1989, 1993; Yùfera et al., 1995; Kolkovski et 
al., 1997a,b,c, 2009; Rosenlund et al., 1997; Sargent et al., 1999; Koven et al., 2001a). 
In natura, gli organismi zooplanctonici, soprattutto rotiferi, trocofore di bivalvi e 
copepodi (Ciclopoidi, Calanoidi e Arpacticoidi) (Russo et al., 2007), rappresentano la 
fonte principale di prede per gli stadi larvali precoci di Sparus aurata (Ferrari & 
Chieregato, 1981); tuttavia, in acquacoltura, la produzione su larga scala è complessa e 
resta sporadica mentre la raccolta di zooplancton dall'ambiente naturale ne limiterebbe 
la produzione. Negli impianti ittici produttivi vengono utilizzati rotiferi (Brachionus 
sp.) e i nauplii di Artemia sp. poiché possono essere ottenuti facilmente e con elevate 
densità, sebbene non presentino un contenuto nutrizionale ottimale e debbano essere 
arricchiti con acidi grassi essenziali prima di essere forniti come alimento vivo alle larve 
di pesci. Comunque, il costo delle infrastrutture, della manodopera e delle energie 
investite nella produzione su larga scala di questi organismi zooplanctonici rappresenta 
una spesa significante. Tuttavia la produzione di alimento vivo deve tener in 
considerazione la variabilità della qualità nutrizionale, che rappresenta una fonte 
nutrizionale sub-ottimale (Sorgeloos et al., 1980; Léger et al., 1985, 1986; Lisac et al., 
1986; Dhert et al., 1993; Jones et al., 1993; Reitan et al., 1994; Kolkovski et al., 
1997c;). 
Negli ultimi anni, numerosi progetti di ricerca hanno focalizzato i propri sforzi nello 
sviluppo di alimenti artificiali in grado di sostituire totalmente o parzialmente l’utilizzo 
di rotiferi ed Artemia. Per questo, è di grande interesse sviluppare una dieta larvale 
artificiale che sia sempre disponibile e che sia una valida ed economica alternativa, data 
anche dal fatto che l’alimento artificiale offre l’opportunità di somministrare nutrienti 
alle larve che non sono presenti negli organismi zooplanctonici (Rosenlund et al., 1997). 
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Tuttavia, l’allevamento larvale basato esclusivamente su un regime alimentare 
artificiale risulta essere un obiettivo non ancora raggiungibile a causa del complesso 
rapporto presente tra la richiesta nutrizionale delle larve e le tecnologie necessarie per 
proporre alimenti di taglia, appetibilità e digeribilità opportuna delle particelle 
alimentari. 
Durante gli ultimi vent’anni, il passaggio da un regime alimentare basato su prede vive 
ad uno basato su alimento inerte (periodo di svezzamento) è stato notevolmente ridotto; 
infatti, grazie agli importanti risultati ottenuti, lo sviluppo di alimenti inerti garantisce 
l’allevamento larvale, senza utilizzare alimenti vivi, di alcuni pesci marini come il 
branzino (Cahu e Zambonino-Infante, 2001), mentre per le larve di orata, gli alimenti 
inerti sono stati utilizzati con successo solamente in co-alimentazione con le prede vive 
(Person-Le Ruyet et al., 1993; Kolkovski et al., 1997a,b,c; Rosenlund et al., 1997; 
Koven et al., 2001a), poiché l’alimento artificiale presenta ancora dei limiti di natura 
fisica (ad esempio la galleggiabilità, le dimensioni, la lisciviazione) e di composizione 
adeguata, che si riflettono sull’accettabilità dell’alimento da parte delle larve. Si è 
cercato di introdurre un’alimentazione artificiale in momenti antecedenti al periodo di 
metamorfosi (0,5-0,75 g), quando avviene lo svezzamento delle larve da Artemia verso 
regimi alimentari artificiali, ma i risultati ottenuti su Sparus aurata da Tandler e 
Kolkovski (1991) non sono confortevoli e mostrano come l’assimilazione dell’alimento 
secco sia di un decimo rispetto all’alimento vivo, sufficiente per una dieta di 
mantenimento ma non per garantire una crescita ed una sopravvivenza adeguata. Un 
regime alimentare composto dalla somministrazione di alimento vivo in contemporanea 
con alimenti artificiali micro-particolati consente un aumento significativo 
nell’accrescimento larvale, se confrontato con un regime alimentare privo di alimento 
vivo. La doppia alimentazione aumenta l’accettazione e la digeribilità di mangimi 
artificiali e accelera lo svezzamento (Tandler & Kolkovski, 1991; Kolkovski et al., 
1997a, b, c; Canavate & Fernandez-Diaz, 1999; Lazo et al., 2000), sottolineando 
l’importanza di Artemia nella stimolazione visiva e chimica delle larve, oltre che della 
sua composizione biochimica che migliora l’assimilazione e la digestione degli alimenti 
inerti. Ma un inconveniente dato dall’alimentazione simultanea risiede nel fatto che le 
prede vive mascherano il contributo reale dei mangimi, complicando ulteriormente 





1.1 Scopo dello studio 
Questo programma di ricerca si inserisce in questo contesto con l’obiettivo di ricercare regimi 
alimentari differenti, riducendo la somministrazione di Artemia nella dieta di Sparus aurata al 
5% dell’alimento totale somministrato nel periodo di pre-svezzamento, rispetto a circa il 40% 
utilizzato normalmente in un regime alimentare standard. Poiché le prime fasi di alimentazione 
esogena sono le più delicate in termini di assorbimento, si è cercato di valutare l’effetto della 
somministrazione di Artemia, in forma ridotta, su accrescimento, deformità e sopravvivenza, in 
due fasi di sviluppo: una precoce, da 18 dph (quando l’apertura boccale ha raggiunto una 
ampiezza tale da poter ingerire i nauplii di Artemia in un boccone) fino a 33 dph, ed una fase 
successiva, da 28 a 37 dph, in cui le larve hanno avuto l’opportunità di accrescersi inizialmente 
solo grazie alla somministrazione di rotiferi. Dato che la sostituzione completa di Artemia non 
ha ancora prodotto risultati confortanti in termini di accrescimento e sopravvivenza, si cerca di 
diminuire la somministrazione valutando se, per Sparus aurata, la richiesta nutrizionale ed il 
ruolo fondamentale che svolge Artemia nell’alimentazione simultanea siano fondamentali 
nell’accrescimento se assimilati nelle due diverse fasi, considerato che tra i 35 e i 40 dph inizia 
solitamente a notarsi un incremento dell’attività enzimatica, dovuta allo sviluppo del tratto 
digerente. Le due diete con Artemia ridotta vengono confrontate con altri due regimi alimentari: 



















1.2 Richiesta nutrizionale 
I cambiamenti nelle strutture digestive durante lo sviluppo larvale, suggeriscono che i 
requisiti nutrizionali non sono simili tra larve e giovanili. In effetti, una formulazione 
alimentare in grado di provvedere ad una buona crescita nei giovanili induce scarsi 
risultati di crescita e sopravvivenza nelle larve. Studi recenti hanno rivelato una 
specificità delle esigenze nutrizionali larvali.  
1.2.1 HUFA 
Gli acidi grassi altamente insaturi (HUFA) sono acidi grassi che presentano doppi 
legami sulla catena carboniosa. Gli HUFA sono componenti essenziali per quanto 
riguarda le caratteristiche nutrizionali delle larve (Koven et al., 1990) costituendo la 
base delle membrane cellulari ed essendo responsabili del trasporto di composti 
importanti come vitamine e ormoni nel flusso sanguigno. Sebbene le specie ittiche 
dulcacquicole mostrino grandi capacità nella conversione dei precursori, acido α-
linoleico (18:3 n-3) e acido linoleico (18:2 n-6) in PUFA (Sargent et al., 1999; Leaver et 
al., 2008), grazie alla presenza di enzimi come delta-5-desaturasi, le specie ittiche 
marine hanno una richiesta di HUFA più elevata, tra i quali figurano l'acido 
arachidonico (ARA) (20:4 n-6), l’acido eicosapentaenoico (EPA) (20:5 n-3) e l’acido 
docosaesaenoico (DHA) (22:6 n-3), a causa della loro limitata capacità di 
biosintetizzare PUFA a partire dai loro precursori (Sargent et al., 1999; Tocher, 2010). 
Nonostante siano presenti i geni codificanti gli enzimi che regolano la sintesi di questi 
acidi grassi, come delta-6-desaturasi ed elongasi, l’orata non è in grado di convertire il 
precursore acido α-linoleico (18:3 n-3) in EPA (20:5 n-3) o DHA (22:6 n- 3) ad una 
velocità tale da coprire le proprie esigenze (Izquierdo et al., 2008).  
L’acido docosaesaenoico (DHA) (22:6 n-3) e l’acido eicosapentanoico (EPA) (20:5 n-3) 
sono acidi grassi essenziali (EFA) presenti in grandi concentrazioni soprattutto nelle 
alghe ed in altri organismi fitoplanctonici, che rappresentano la base della catena 
alimentare dei pesci, ma assenti negli organismi planctonici di cui si nutrono le larve in 
acquacoltura (rotiferi e Artemia) (Lavens & Sorgeloos, 1996).  
L’importanza del DHA risiede nel corretto sviluppo e funzionalità del tessuto neurale 
nelle larve di pesci marini (Benitez-Santana et al., 2012), così come nella pigmentazione 
della retina durante la formazione degli occhi (Kanazawa, 1993), infatti lo sviluppo di 
occhi vigili e un cervello ben sviluppato sono necessari per un buon coordinamento 
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durante l’attività predatoria, e questo dipende proprio dalla quantità di DHA assunto 
attraverso l’alimentazione delle larve (Bell et al., 1995). In larve di teleostei marini di 
allevamento, è stato possibile correlare la carenza alimentare di DHA e EPA con un 
basso tasso di crescita, alta mortalità e bassa tolleranza agli stress e malattie (Koven et 
al., 2001b; Lingenfelser et al., 1995). Per i motivi sopraelencati, le preparazioni 
commerciali degli arricchitori per l’alimento vivo contengono alte quantità di DHA, con 
livelli relativamente bassi di EPA, in conformità con quanto è stato affermato da 
Rodriguez et al. (1998), in uno studio in cui si dimostra che la proporzione ottimale 
DHA/EPA è di 2:1. 
Tuttavia, poca attenzione è stata posta su PUFA della serie n-6, nonostante esista molta 
letteratura che attesta la sua potenziale importanza. Quantitativamente, questi acidi 
grassi sono molto poco rappresentati nei tessuti degli organismi marini, dove i lipidi 
hanno un rapporto n-3 : n-6 di 10-15 : 1 (Ackman, 1980), nonostante questo l’acido 
arachidonico (ARA) ha mostrato effetti positivi sull’accrescimento e sulla 
sopravvivenza in specie diverse (Castell et al., 1994; Bessonart et al., 1999), ma anche 
una maggior tolleranza agli stress di manipolazione (Koven et al., 2001b).  
Il meccanismo con cui un aumento di ARA nella dieta porta ad un aumento della 
crescita non è del tutto chiaro. Tuttavia, esperimenti condotti su mammiferi hanno 
mostrato che, mentre le prostaglandine PGE2 hanno un meccanismo inibitorio nella 
formazione delle fibre muscolari, e stimolano la degradazione delle proteine, le PGF2α 
hanno un effetto opposto (Palmer, 1990). Probabilmente, anche nei pesci un maggior 
accrescimento potrebbe essere modulato dal rapporto di questi due eicosanoidi (Bell & 
Sargent, 2003a). 
1.2.2 Vitamine 
Le vitamine sono molecole organiche che agiscono in diverse reazioni metaboliche, 
necessarie per conservare i normali processi biologici. I pesci non sono in grado di 
sintetizzare tutte le vitamine, per esempio non sintetizzano l’acido ascorbico poiché 
privi dell’enzima gulonolattone ossidasi (Dabrowski, 1990), quindi devono sopperire a 
questa mancanza attraverso l’alimentazione. La richiesta in vitamine varia a seconda 
della specie, delle dimensioni e del tasso di crescita degli animali, oltre che delle 
interazioni tra nutrienti all’interno dell’alimento e dei composti tossici presenti 
nell’ambiente. Animali giovani in pieno periodo di sviluppo e crescita hanno una 
richiesta di vitamine più elevata. 
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Vitamina A: La vitamina A è una vitamina liposolubile, con questo termine vengono 
indicati sia il retinolo che i suoi analoghi, detti retinoidi. L’acido retinoico è un 
metabolita necessario per il corretto sviluppo e crescita embrionale nei vertebrati 
(Maden, 1994), poiché permette di individuare la posizione dell'asse embrionale 
anteriore/posteriore fungendo da molecola di segnalazione intercellulare che guida lo 
sviluppo nella parte posteriore dell'embrione stesso. In diversi studi è stato visto che 
rotiferi arricchiti con retinolo, altrimenti privi di vitamina A, portano ad un aumento 
della pigmentazione (Miki et al., 1990), ma allo stesso tempo un eccesso di retinolo può 
comportare deformità nello sviluppo vertebrale (Dedi et al., 1997) od opercolare 
(Villeneuve et al., 2005a,b). 
Vitamina E: Vitamina E è un termine generico che sta ad indicare i tocotrienoli (α, β, γ 
e δ) e i tocoferoli (α, β, γ e δ), ma l’ α-tocoferolo è la forma biologicamente più attiva. 
La vitamina E ha un ruolo importante come fattore antiossidante, nella prevenzione 
dell’ossidazione degli acidi grassi polinsaturi, evento chiave nello sviluppo del processo 
di perossidazione lipidica, tale evento, scatenato dall'azione di radicali liberi, si sviluppa 
attraverso reazioni a catena che continuano il processo. La vitamina E è in grado di 
bloccare questo fenomeno donando un atomo di idrogeno ai radicali perossilipidici, 
rendendoli in tal modo meno reattivi e bloccando di fatto la perossidazione lipidica 
(Frankel, 1998). Tale reazione redox trasforma la vitamina E in un radicale α-
tocoferossilico che è piuttosto stabile e che può reagire con la vitamina C (Packer et al., 
1979) o con il glutatione (Mrtensson & Meister, 1991) per riformare l'α-tocoferolo. 
Come negli altri vertebrati, anche nei pesci la vitamina E svolge un ruolo essenziale 
nella difesa contro l'ossidazione dei lipidi a livello larvale. La carenza di vitamina E nei 
pesci può portare a: accumulo di prodotti di ossidazione dei lipidi a livello dei tessuti, 
maggior fragilità della membrana cellulare, degenerazione delle cellule muscolari, 
anemia, crescita e sopravvivenza ridotta (Hamre et al., 1994, 1997; Betancor et al., 
2008). Le larve dei pesci marini sono probabilmente sottoposte ad alti livelli di stress 
ossidativo. La produzione di alimento vivo ed il loro arricchimento avviene in 
condizioni altamente pro-ossidative, con alti livelli di n-3 PUFA, aria o ossigeno 
aggiunte nel mezzo di coltura, alte temperature e alta luminosità. È quindi importante 
che il regime alimentare larvale sia integrato con vitamina E a livelli adeguati, poiché  
un elevata concentrazione di vitamina E in assenza di una sufficiente quantità di 
vitamina C, può aumentare la mortalità e l’ossidazione dei lipidi nei tessuti, come è 
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stato dimostrato da Hamre et al. (1997) su individui giovanili di salmone dell’Atlantico 
e halibut.  
Vitamine K e D: La vitamina K regola la formazione ossea attraverso la sintesi di 
osteocalcina da parte degli osteoblasti, fattore importante per la mineralizzazione delle 
ossa. Le vitamine K e D sembrano agire sinergicamente per ridurre la perdita di tessuto 
osseo, spiegati con l'azione delle due vitamine sull’omeostasi del calcio (Ca). La 
vitamina D induce il riassorbimento osseo, e un’elevata assunzione risulta in un 
aumento del turnover osseo ma anche nell’escrezione urinaria di Ca, mentre la vitamina 
K può ridurre l'escrezione urinaria di Ca  (Knapen et al., 1993). Una carenza di vitamine 
K e D può aumentare il rischio di fratture ossee (Booth et al., 1999). Anche nei pesci è 
stato possibile dimostrare l’importanza di queste vitamine, infatti esperimenti effettuati 
su Fundulus heteroclitus e Melanogrammus aeglefinus  hanno mostrato come la carenza 
di vitamina K causa la formazione di ossa più sottili e fragili rispetto alla norma, sia 
durante le prime fasi di sviluppo sia in fasi avanzate, e induce malformazioni ossee 
(Udagawa, 2001, 2004; Roy & Lall, 2007).  
Vitamina C: La vitamina C, o acido L-ascorbico, è un composto organico essenziale 
per la salute ed il corretto sviluppo animale. Nei pesci, si ritiene che sia un nutriente 
essenziale per una crescita ottimale e una migliore sopravvivenza (Dupree, 1966; 
Halver et al., 1969; Lovell, 1973; Mazik et al., 1987), essendo un agente antiossidante 
ed un co-fattore nella sintesi di collagene, necessario nella formazione di tessuti 
connettivi e quindi nella riparazione di ferite (Lim & Lovell, 1978). Altri effetti benefici 
forniti dall’assunzione di vitamina C riguardano la resistenza alle infezioni e la risposta 
del sistema immunitario, come ad esempio l’attività fagocitaria dei leucociti, i livelli di 
anticorpi, la produzione di citochine e la proliferazione dei linfociti (Lim & Lovell, 
1978; Li & Lovell, 1985; Liu et al., 1989; Navarre & Halver, 1989; Hardie et al., 1993; 
Thompson et al., 1993; Ortuño et al., 1999, 2001), e la resistenza a stress ipossici 
(Henrique et al. 1998). Una carenza di vitamina C nella dieta può portare a diverse 
anomalie scheletriche (come lordosi, scoliosi o anomalie opercolari), ad una crescita 
ridotta, anoressia, problemi nella guarigione delle ferite ed emorragie interne ed esterne 







Il tasso di crescita è particolarmente elevato nelle fasi larvali ed è principalmente legato 
alla deposizione delle proteine muscolari. Tuttavia, il fabbisogno totale di proteine è 
stato poco studiato. Si è ipotizzato che generalmente dovrebbe essere superiore nei 
giovanili rispetto alle larve (Person-Le Ruyet et al., 1991) e Peres et al. (1996) hanno 
affermato che diete contenenti 50-60% di proteine portano ad un accrescimento 
migliore rispetto a diete simili ma con 30-40% di proteine. Queste proteine vengono 
fornite solitamente sotto forma di farina di pesce, che viene considerata la fonte proteica 
con il miglior profilo aminoacidico per le richieste nutrizionali dei pesci. Tuttavia, è 
emerso che l’mRNA codificante per la tripsina e l'attività stessa della tripsina non 
vengono regolati in base alla quantità di farina di pesce nella dieta, al giorno 18, ma la 
modulazione dell'attività della tripsina avviene solo dal giorno 35. La regolazione di 
questo enzima, come altri enzimi digestivi in larve di pesci, è dipendente dall’età 
(Zambonino-Infante & Cahu, 2010). 
Considerando che la regolazione della tripsina è minima nelle larve, e che queste 
mostrano alti livelli di proteasi, si è ipotizzato che le larve utilizzino i peptidi meglio 
delle proteine. Infatti, l'incorporazione di una concentrazione moderata di peptidi  
migliora la crescita, la sopravvivenza e lo sviluppo generale delle larve dei pesci 
(Zambonino-Infante et al., 1997; Cahu et al., 1999), una sostituzione del 40% di 
proteine di pesce con proteine idrolizzate risulta in una grande riduzione di 
malformazioni scheletriche, come lordosi, scoliosi e deformità della mandibola 
inferiore. D’altro canto, un eccesso di FAA e di/tri-peptidi porta ad effetti negativi 
(Zhang et al., 2006), con un decremento in tutto il corpo delle concentrazioni totali e di 
aminoacidi indispensabili.  
Recenti studi hanno dimostrato che la convenzionale somministrazione di prede vive, 






1.3 Problematiche relative agli alimenti artificiali 
La formulazione di un alimento artificiale per un regime alimentare adeguato alle larve 
di specie ittiche marine è tutt’altro che semplice da raggiungere, poiché i meccanismi di 
digestione ed assorbimento durante lo sviluppo larvale, devono essere meglio studiati. 
Il primo contatto tra le particelle alimentari e le larve avviene nella colonna d’acqua, 
dove le particelle vengono riconosciute come alimento e accettate o rigettate. Per questo 
è di fondamentale importanza che questa interazione sia ottimizzata affinché la 
probabilità che questo processo vada a buon fine sia la massima possibile. I fattori che 
influenzano questo processo sono molteplici e includono il rapporto tra alimento e 
concentrazione degli organismi, la frequenza e la durata dell’interazione, ed il 
riconoscimento di natura fisica e chimica.  
La composizione dell’alimento svolge un ruolo molto importante perché questo sia 
appetibile per le larve ed è riconducibile a varie sostanze come gli aminoacidi liberi 
(FAA), nucleotidi e nucleosidi (Kolkovski, 2006). 
Nelle prime fasi di sviluppo successive alla schiusa, le larve di Sparus aurata si nutrono 
esclusivamente delle riserve alimentari presenti nel sacco vitellino e al momento della 
prima alimentazione il loro sistema digerente è ancora rudimentale, manca lo stomaco e 
gran parte della digestione proteica avviene nelle cellule epiteliali dell’intestino 
posteriore (Govoni et al., 1986). Tale sistema digestivo è in molti casi incapace di 
assimilare diete artificiali in modo tale da consentire la sopravvivenza e la crescita delle 
larve paragonabile alla dieta con alimento vivo. Infatti, nonostante i progressi effettuati 
nello sviluppo di regimi alimentari artificiali per l’allevamento larvale (Koven et al., 
2001), il regime alimentare di molte specie di interesse commerciale si basa ancora 
sull’alimento vivo durante le prime fasi di sviluppo successive alla schiusa. Comunque, 
l’importanza dell’alimento vivo non risiede solo nella bassa capacità digestiva delle 
larve, infatti le prede vive possono nuotare nella colonna d’acqua rendendosi 
costantemente disponibili, mentre molti alimenti artificiali tendono ad agglomerarsi in 
superficie o, più comunemente, precipitare sul fondo in pochi minuti e sono quindi 
meno utilizzabili.  
Oltre alla qualità degli alimenti artificiali, giocano un ruolo importante nell’appetibilità 
anche le loro caratteristiche fisiche all’interno della colonna d’acqua, come il tasso di 
precipitazione, la stabilità dei nutrienti, il tasso di lisciviazione e le dimensioni 
dell’alimento stesso.  
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1.3.1 Aspetti fisici  
L’alimento deve essere preparato sotto forma di micro-particelle le cui dimensioni 
devono essere adatte alle dimensioni della bocca delle larve e ben calibrate per 
minimizzare la diffusione di prodotti di scarto all’interno delle vasche. Per esempio, le 
dimensioni utilizzate nel nostro studio per le larve di orata sono di circa 200 µm, dal 
momento della prima alimentazione con alimento inerte fino a 35 dph, 200-400 µm, da 
30 dph fino al completo svezzamento, e 400-600 µm successivamente (taglia 
generalmente utilizzata nel regime alimentare degli individui giovanili). Uno studio 
accurato delle dimensioni risulta essenziale, infatti particelle troppo piccole (inferiori a 
50 µm) non vengono facilmente individuate dalle larve di orata che le selezionano in 
base alla loro apertura boccale (Fernandez-Diaz et al., 1994), mentre particelle troppo 
grandi possono creare difficoltà di ingestione e occlusione del tratto digerente (Walford 
et al., 1991). 
La lisciviazione dei nutrienti è uno dei problemi da affrontare nello sviluppo di diete 
adatte per le larve dei pesci. Le particelle devono essere appetibili e digeribili, ma 
soprattutto stabili nel mezzo acquoso. Sebbene la lisciviazione di alcuni aminoacidi sia 
fondamentale per il riconoscimento delle particelle alimentari, il corretto bilanciamento 
tra lisciviazione e stabilità delle stesse e la digeribilità degli alimenti è da prendere in 
considerazione nella preparazione di mangimi (Kolkovski et al., 2009). Una particella 
alimentare rigida e resistente alla lisciviazione, risulta essere anche di difficile 
digestione, mentre una particella che viene digerita facilmente, probabilmente si 
sgretola altrettanto velocemente nell’acqua (Kolkovski, 2006).  
Le micro-particelle alimentari devono essere distribuite in larga misura, poiché le larve 
hanno inizialmente un movimento limitato e quindi le catturano soprattutto durante la 
loro precipitazione nella colonna d'acqua. Uno dei problemi più significanti riguarda la 
galleggiabilità negativa degli alimenti artificiali, che tendono quindi a precipitare sul 
fondo, diversamente dai movimenti degli organismi planctonici che agiscono come 
stimoli visivi ed incrementano l’attività predatoria (Kolkovski et al., 1997a,b).  
Inoltre, l’eccessiva precipitazione delle particelle alimentari artificiali può portare alla 
proliferazione batterica e al deterioramento della qualità dell’acqua, dove l’alimento si 
accumula sul fondo della vasca e va incontro a decomposizione. Diversi studi sono stati 
condotti nel tentativo di migliorare la galleggiabilità degli alimenti regolando la quantità 
di olio al loro interno, cambiando i meccanismi di produzione, oppure cercando di 
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Varie sostanze, come FAA, glicina, betaina, alanina, arginina, vengono rilasciate dagli 
organismi predati dalle larve e inducono in maniera importante a tipici comportamenti 
alimentari nelle larve delle specie ittiche marine (Kolkovski et al. 1997a). Una 
metodologia che permette di aumentare la percentuale di ingestione degli alimenti 
artificiali potrebbe essere quella di incorporare o rivestire le particelle alimentari con 
estratti o idrolizzati proteici di organismi marini, come è stato descritto recentemente da 
Kolkovski et al. (2009) in cui si sostiene che l’inclusione di proteine di calamaro 
idrolizzate aumenta il tasso di ingestione, dato da un aumento dell’appetibilità, e porta 
ad un miglior tasso di accrescimento, dato da una più elevata assimilazione di FAA. 
La composizione delle micro-particelle deve essere omogenea, così che gli ingredienti 
vengano assimilati molto bene ad ogni pasto, mentre le dimensioni degli ingredienti che 
compongono il pasto deve essere molto più piccola della dimensione delle micro-
particelle finali.  
 
1.3.3 La digestione degli alimenti  
Diversi autori hanno riassunto le variazioni morfologiche più importanti che avvengono 
a livello del tubo digerente durante l'ontogenesi delle larve di pesci, che si mostrano di 
grande rilevanza nella valutazione della funzionalità digestiva e molto utili per stabilire 
le condizioni di allevamento ottimali e nella produzione di mangimi per le larve di 
S.aurata e di conseguenza per la sua produzione. 
Alla schiusa, il canale alimentare è istologicamente indifferenziato ed appare come un 
tubo collegato dorsalmente al sacco vitellino, con epitelio monostratificato formato da 
cellule colonnari con nuclei basali. Non sono ancora presenti né l’apertura boccale né 
quella anale (Sarasquete et al., 1995). 
Durante il riassorbimento del sacco vitellino, il digerente cambia forma e struttura. Dal 
giorno 1 o 2 si apre posteriormente, andando a formare l’ano. A partire dal giorno 3 
circa, si sviluppa l’apertura boccale e il digerente inizia ad avvolgersi e si segmenta in 
un faringe boccale, intestino anteriore, medio e posteriore, con tessuti epiteliali 
specifici. Uno stomaco primordiale è visibile già a partire da 3 dph, ma si sviluppa 
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completamente dopo circa 69 giorni, quando anche lo sviluppo delle ghiandole 
gastriche annesse è stato completato (Elbal et al., 2004). L’ultrastruttura delle cellule 
ghiandolari delle larve di S. aurata è simile a quella degli adulti (Elbal & Aguillero, 
1986) e l’unica tipologia di cellule presenti sono quelle ossintopeptiche, che sono fonte 
di acido cloridrico e pepsinogeno negli individui adulti, ma la differenziazione delle 
ghiandole gastriche avviene attorno a 40 dph simultaneamente all’inizio dello sviluppo 
delle appendici piloriche, che presentano la medesima struttura cellulare dell’epitelio 
intestinale e contribuiscono all’assorbimento delle particelle alimentari. Questi 
cambiamenti morfologici decretano il termine della fase larvale e l’inizio della fase 
giovanile.  
Il fegato e il pancreas non sono sviluppati al momento della schiusa e ma sono visibili 
tra i 2-3 dph. Il fegato appare come un tessuto basofilo compatto attaccato al sacco 
vitellino, non ancora in grado di funzionare da deposito di glicogeno. Il pancreas, 
durante il primo mese di vita, è presente solo nella sua forma esocrina ed è suddiviso in 
una parte attaccata al fegato e l'altra tra l’intestino anteriore e quello medio. Sembra che 
nelle prime fasi di sviluppo di S. aurata, l'assorbimento dei lipidi si verifica nelle cellule 
epiteliali del primo segmento intestinale, mentre le cellule assorbenti del segmento 
intestinale posteriore sono in grado di assumere proteine tramite meccanismi di 
pinocitosi. La comparsa delle prime ghiandole gastriche migliora la digestione 
extracellulare delle proteine, e i vacuoli inclusi per pinocitosi nelle cellule assorbenti del 
segmento intestinale posteriore scompaiono. Questo evento probabilmente favorisce lo 
sviluppo degli enterociti e la formazione di lipoproteine, in forma di chilomicroni, 
favorendo il trasporto dei lipidi verso i tessuti, principalmente quello adiposo e 
muscolare (Elbal et al., 2004). 
 
 
Figura 1 - Sviluppo del tratto digerente in Sparus aurata. PA: protease activity; MO: mouth opening; YR: 
yolk resorption; FS: functional stomach (Moyano et al., 1996) 
Tuttavia, al momento della prima alimentazione, il sistema digestivo non è del tutto 
funzionale, ma in Sparus aurata le proteasi alcaline sono presenti già al momento della 
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schiusa e la loro attività è visibile a 3-4 dph (Moyano et al., 1996). Senza uno stomaco, 
la digestione del cibo avviene nell’intestino primitivo, dove il pH rimane alcalino 
(poiché le cellule ossintopeptiche non si sono ancora sviluppate) ed enzimi come  
tripsina (50%), serin-proteasi di diverso tipo (40%) e chimotripsina (10%) vengono 
utilizzati per l’attività proteolitica (Walford & Lam, 1993). Perciò non è presente 
attività proteasica acida (per esempio pepsina) fino ad almeno 40 dph, quando è 
possibile notare una piccola attività enzimatica, anche se lo sviluppo dello stomaco e 
delle ghiandole gastriche sarà completo intorno ai 69 dph. Nonostante la sua grande 
importanza nei meccanismi di digestione proteica, la mancanza di pepsina viene 
compensata dall’elevata attività delle proteasi alcaline, nelle prime fasi di sviluppo 
(Moyano et al., 1996). 
L’attività enzimatica dell’α-amilasi, prodotta principalmente nel pancreas esocrino, è 
presente già a partire da 3 dph, come segnalato per larve di altre specie (Cousin et al., 
1987), ed aumenta con l’età. Nel caso di S. aurata, l’elevata attività di questo enzima 
durante lo sviluppo larvale è molto marcata ed è riconducibile alle abitudini alimentari 
di questi pesci che, a questo stadio larvale, devono essere in grado di digerire i 
carboidrati presenti nelle microalghe con cui viene nutrito lo zooplancton, che 
rappresenta l’alimento principale delle larve. Sebbene l’attività dell’α-amilasi aumenti 
progressivamente con l’età (10 volte superiore da 6 a 30 dph), altri enzimi, come le 
proteasi, presentano un’attività di 20 volte superiore rispetto a quella misurata a 6 dph 
(Moyano et al., 1996). 
In base a quanto affermato da Letelier et al. (1985), le fosfatasi rappresentano un 
importante sistema di detossificazione coinvolto nei processi di nutrizione e  
mineralizzazione, trasporto e idrolisi di proteine fosforilate. L’assenza di pepsina nella 
mucosa del tratto digestivo di S. aurata indica una possibile compensazione dovuta ai 
processi di pinocitosi e quindi di assorbimento intracellulare che avvengono 
nell’intestino posteriore (Moyano et al., 1996), in questi processi vengono coinvolte 
fosfatasi acide, aminopeptidasi e catepsine (Sarasquete et al. 1993).  
Diversi autori hanno ipotizzato che la carenza di enzimi digestivi e la mancanza di un 
sistema digerente completo, in larve molto giovani, potrebbe spiegare gli scarsi risultati 
ottenuti nelle diete con alimenti artificiali (Lauff & Hofer, 1984). Infatti, accorciando il 
periodo di svezzamento si ottiene una riduzione anche nel tasso di crescita. Sebbene le 
larve riescano a riconoscere e ad ingerire le particelle alimentari in modo adeguato, 
queste potrebbero non essere in grado di scomporle a livello intestinale (Fernàndez-Diàz 
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& Yùfera, 1995) e morire nel giro di qualche giorno, mostrando alti livelli di erosione 
dell’epitelio intestinale e degenerazione a livello di fegato e pancreas (Yùfera et al., 
2000). 
Alcuni autori hanno studiato il ruolo di enzimi esogeni, suggerendo che le larve 
utilizzino enzimi ricavati dalle loro prede per facilitare il processo di digestione finché il 
sistema alimentare larvale non sarà completamente differenziato e sviluppato 
(Dabrowski, 1984; Kolkovski et al., 1993), stimando che il 40-80% dell’attività 
enzimatica derivi dalle prede vive. Per esempio, Cahu e Zambonino-Infante (1994) 
hanno mostrato, in Dicentrarchus labrax, un rapido incremento nell’amilasi pancreatica 
subito dopo lo svezzamento, indotto dalla quantità di amido (12%) presente 
nell’alimento, ma anche un grande aumento dell’attività specifica della proteasi 
intestinale, leucina aminopeptidasi e γ-glutamil transpeptidasi, che sembrano essere il 
risultato di un adattamento compensatorio. Ma altri autori hanno invece concluso che il 
contributo enzimatico derivante dalla dieta può essere trascurabile (Zambonino-Infante 
et al., 1996; Cahu e Zambonino-Infante, 1997), e Moyano et al. (1996) ha mostrato 
come l’attività della chimotripsina (proteasi alcalina più importante presente in Artemia 
– Bonnie et al., 1991) non è stata riscontrata nelle larve di S. aurata che hanno predato 
Artemia. Pertanto, sembra che l’assimilazione di alimento vivo abbia un effetto 
qualitativo più che quantitativo in questa specie, legato più alla stimolazione della 
secrezione delle proteasi che ad un rifornimento di queste. 
La digeribilità degli alimenti è di fondamentale importanza solo durante il periodo di 
svezzamento, quando il sistema digestivo si sta adattando alla dieta artificiale. Durante 
questo periodo delicato, la velocità con cui il cibo viene ingerito ed assimilato può 
essere criticamente vicino al fabbisogno metabolico di base, rendendo così la 
digeribilità del cibo di fondamentale importanza per la sopravvivenza. Una volta che il 
comportamento alimentare e la fisiologia digestiva sono adattati alla nuova dieta, il 
tasso di ingestione può essere modulato a seconda della digeribilità del cibo, per 
ottenere una crescita ottimale.  
Le larve di S. aurata, che posseggono un pool enzimatico ben sviluppato già a partire 
dalle primissime fasi di sviluppo, potrebbero essere dei buoni candidati per nutrirsi con 




1.4 L’importanza di Artemia nell’alimentazione simultanea                                                                         
con alimento artificiale 
Nonostante le basse performance riscontrate nell’uso esclusivo di alimenti artificiali 
nell’allevamento larvale, somministrando entrambe le tipologie di alimento i risultati 
ottenuti sono stati marcatamente migliori se comparati all’uso esclusivo di prede vive 
(Tandler e Kolkovski, 1991; Fernandez-Diaz e Yùfera, 1997; Rosenlund et al., 1997). 
Nelle larve di orata esiste una preferenza dell’alimento vivo, quando questi vengono 
somministrati simultaneamente (Ferandez-Diaz et al., 1994), ma un aumento 
nell’ingestione di particelle alimentari artificiali in presenza di alimento vivo può 
suggerire una duplice finalità di quest’ultimo: migliora e stabilizza i valori nutrizionali 
delle larve e condiziona le larve ad accettare un regime alimentare artificiale, andando 
ad accorciare il periodo di svezzamento (Kolkovski et al., 1997a; Rosenlund et al., 
1997).  
Con lo scopo di isolare il fattore presente in Artemia responsabile del miglioramento nel 
tasso di ingestione durante l’alimentazione simultanea, Kolkovski et. al (1997b) hanno 
studiato l’effetto ottenibile integrando diverse porzioni di Artemia nell’alimento 
artificiale. Questi autori hanno trovato che l’aggiunta di classi di lipidi polari e neutri 
oppure di frazioni non lipidiche, presenti nei nauplii di Artemia, in modo separato ed in 
combinazione, aumenta in modo significativo l’assimilazione dell’alimento artificiale 
del 10-20% in larve di 22 giorni di età. Tuttavia, questo effetto dell’integrazione 
diminuisce con l’età e solo l’aggiunta dei nauplii o la combinazione tra questi e frazioni 
integrate nell’alimento porta ad un aumento significativo dell’assimilazione in larve di 
34 giorni. Questi risultati indicano la presenza di fattori nutrizionali o di altra natura 
presenti nei nauplii ed assenti negli alimenti artificiali che hanno influenzato 
positivamente il tasso di ingestione e l’assimilazione di questi ultimi, suggerendo due 
possibili condizionamenti da parte dei nauplii di Artemia nell’alimentazione simultanea: 
1. la sollecitazione all’alimentazione data da stimoli visivi e chimici; 
2. l’influenza della composizione biochimica dei nauplii sulla digestione e 






Come è stato discusso da Kolkovski et al., (1997a), il tasso di ingestione nelle larve di 
orata, quando esposte a stimoli visivi e chimici dati da varie concentrazioni di Artemia, 
è superiore del 120% rispetto alle larve a cui è stato somministrato solamente alimento 
artificiale (Figura 2) ma l’influenza di questi stimoli decresce nelle larve di età 
maggiore. Dato che l’acuità visiva così come lo sviluppo neurale e olfattivo aumenta 
con l’aumentare dell’età delle larve, è ragionevole sostenere che la dipendenza da 
originari stimoli visivi e chimici delle prede decresca con lo sviluppo dell’abilità di 
predazione da parte della larva. 
Inoltre, essendo le larve visual feeders che in natura predano organismi mobili, il 
movimento delle prede all’interno della vasca probabilmente stimola l’istinto predatorio 
delle larve. Infine, le prede vive, provviste di un esoscheletro sottile e un alto contenuto 
d’acqua (normalmente > 80%), hanno una concentrazione di nutrienti minore e risultano 
quindi essere più appetibili rispetto all’alimento secco (Koven et al., 2001). 
 
1.4.1 Fattori che influenzano l’ingestione di alimenti artificiali 
Gli aminoacidi liberi (FAA) alanina, glicina, arginina e la betaina (anche nota come 
trimetilglicina TMG) sono stati identificati come i composti responsabili degli stimoli 
chimici tra 14 metaboliti riscontrati mediamente nell’Artemia allevata (Kolkovski et al., 
1997a). Si è arrivati a questi risultati monitorando l’effetto della rimozione dei singoli 
Figura 2 - Aumento percentuale del tasso di ingestione dell'alimento artificiale 
in funzione di stimoli visivi e chimici dovuti a diverse concentrazioni di Artemia 
(Koven et al., 2001) 
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metaboliti sul tasso di ingestione dell’alimento secco da parte di larve di Sparus aurata 
aventi 20 giorni di età. Infatti, la rimozione dei metaboliti sopra elencati ha portato ad 
una riduzione nel tasso di ingestione. Inoltre, in maniera concorde con quanto affermato 
precedentemente, è stato possibile provare che l’influenza degli stimoli chimici sia 
dipendente dall’età, dopo aver aggiunto concentrazioni medie di FAA e betaina nel 
mezzo (Kolkovski et al., 1997a).  
E’ stato dimostrato che i fosfolipidi (PL), in particolare la fosfatidilcolina (PC), 
stimolano l’alimentazione durante le prime fasi di sviluppo delle larve ma non suscitano 
la medesima risposta in larve più grandi (Koven et al., 1998). Questa dipendenza 
dall’età è verosimilmente dovuta all’ontogenesi del tratto digerente. Gli autori hanno 
trovato che le larve alimentate con l’aggiunta di PC nell’alimento secco hanno mostrato 
un tasso di ingestione 35% più alto rispetto ai controlli privi di PL, in orate di 21-26 
giorni di età, ma questo effetto è diminuito in larve di 28-31 giorni.  
Due ipotesi possono spiegare i benefici di questi integratori: gli integratori fosfolipidici 
potrebbero essere un fattore importante nella produzione di lipoproteine e componenti 
cellulari nel momento in cui la larva possiede limitate capacità di sintetizzare 
fosfolipidi, e potrebbero essere i responsabili della maggior efficienza nel trasporto 
lipidico dagli enterociti, che rivestono il tratto digerente, ai tessuti (Hadas, 1998). Questi 
risultati sono stati ottenuti su larve di Sparus aurata aventi 28 giorni di età, dove 
l’effetto di PC di stimolare l’appetito non è più significante. 
 
1.4.2 Fattori che influenzano la digestione  
Le fasi di sviluppo dei pesci sono state stabilite in base alle modalità di alimentazione, 
alle caratteristiche esterne, come ad esempio dati morfometrici o pigmentazione, e 
caratteristiche legate alla locomozione e alla mobilità. Tuttavia, il periodo embrionale e 
larvale sono contraddistinti da sviluppo e maturazione degli organi interni, specialmente 
del tratto digestivo, e le abitudini alimentari delle larve sono strettamente correlate con 
la struttura del digerente (Roo et al., 1999). Conseguentemente, si è cercato di studiare 
lo sviluppo del tratto digestivo di Sparus aurata, considerando la sua struttura (Elbal et 
al.,2004), la distribuzione degli enzimi idrolitici (Sarasquete et al., 1993; Moyano et al., 
1996), dei carboidrati, proteine e lipidi (Sarasquete et al.,1995), e le alterazioni di queste 
caratteristiche dovute al digiuno (Yùfera et al., 1993). La conoscenza di queste 
caratteristiche ha permesso di sviluppare una dieta composta che può essere utilizzata 
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fin dai primi stadi larvali definendo le esigenze nutrizionali delle larve e identificando i 
potenziali effetti fisiologici di alcune sostanze nutritive in particolare, e questo permette 
di orientare il percorso metabolico delle forme giovanili grazie ad un’adeguata 
condizione nutrizionale durante il periodo larvale. 
Nei mammiferi, così come nei pesci adulti, è noto che alcuni neuropetpidi pituitari, 
come le bombesine e la colecistochinina (CCK), svolgono un ruolo di fondamentale 
importanza nella regolazione del sistema entero-pancreatico. Le bombesine influenzano 
l’attività digerente per esempio stimolando il rilascio di gastrina, che attiva la secrezione 
di acido cloridrico (HCl) e stimola la produzione di pepsinogeno, controllando la 
contrattilità della muscolatura liscia (responsabile dei movimenti peristaltici 
dell’intestino), oppure regolando la pressione arteriosa e quindi la circolazione 
sanguigna della parete intestinale (McDonald et al., 1979). La CCK è un ormone secreto 
soprattutto dal duodeno che causa il rilascio di enzimi pancreatici (lipasi e proteasi) ed il 
rilascio di bile dalla cistifellea (Vander et al., 1998). Ci si è chiesto, a tal proposito, se 
gli ormoni digestivi nelle larve in via di sviluppo possono essere innescati da fattori 
nutrizionali presenti nell’alimento vivo ed assenti nell’alimento artificiale.  
Kolkovski et al. (1997a,b,c), comparando la stimolazione post-prandiale di bombesina 
con alimento vivo ed alimento artificiale, ha trovato che il livello di bombesina è 
aumentato del 300% in larve di orata alimentate esclusivamente con nauplii di Artemia, 
rispetto alle larve a cui è stato somministrato alimento artificiale. Tuttavia, gli elementi 
nutrizionali presenti in Artemia e responsabili di questa risposta endocrina non sono 
stati chiariti. 
D’altra parte, la risposta post-prandiale della CCK è stata testata da Koven et al. (2002) 
sulle larve di Clupea harengus iniettando nell’intestino diversi trattamenti tramite 
liposomi. La fase acquosa dei liposomi conteneva tre diversi trattamenti: una soluzione 
salina, un estratto di merluzzo (dove il 27% delle proteine è sotto forma di FAA) e 
l’aminoacido libero metionina. La metionina è stata selezionata come uno dei principali 
fattori limitanti tra gli aminoacidi per la sintesi proteica delle larve alimentate con 
Artemia (Tonheim et al. 2000). La stimolazione della CCK è risultata essere maggiore 
nelle larve trattate con liposomi contenenti metionina rispetto agli altri trattamenti, 
questo suggerisce che i meccanismi endocrini digestivi presenti nei vertebrati superiori 
sono simili a quelli presenti nelle larve dei pesci e che FAA specifici sono fondamentali 
per scaturire una risposta endocrina. Inoltre, il pool di FAA presente nell’alimento vivo 
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dovrebbe innescare processi endocrini che completano le funzionalità digestive durante 
lo sviluppo del digerente delle larve (Koven et al. 2001a). 
 
 
1.5. Deformità che affliggono le larve di Sparus aurata allevate 
1.5.1 Introduzione  
La presenza di anomalie morfo-anatomiche è un problema frequente e importante 
nell’ambito dell’acquacoltura intensiva, in particolare nell’allevamento di specie ittiche 
giovanili, poiché le forme larvali subiscono grandi cambiamenti funzionali e 
morfologici durante le fasi di sviluppo. Sono diversi i fattori che possono interferire con 
il normale sviluppo delle larve e influire sulla qualità delle stesse. La qualità larvale può 
essere intesa come la normale conformazione fisica e l'attitudine a continuare il loro 
sviluppo fino allo stadio giovanile e adulto. 
La maricoltura mediterranea, negli ultimi anni è stata caratterizzata da formidabili 
progressi nei metodi di allevamento, soprattutto per quanto riguarda il controllo 
dell’alimentazione e le malattie dei pesci allevati, questo porta alla soluzione di molti 
problemi associati alla produzione su larga scala, ma raramente con la qualità del 
prodotto. Boglione et al. (2001) ha mostrato che solo il 4% degli animali selvatici 
catturati sono affetti da malformazioni, percentuale che raggiunge valori di gran lunga 
più elevati nell’ambito dell’allevamento larvale di specie ittiche marine (Divanach et al., 
1996). Le malformazioni sono spesso associate ad una riduzione nella crescita e ad alto 
tasso di mortalità. Andrades et al. (1996) hanno dimostrato che solo una piccola 
percentuale di larve colpite da malformazione scheletriche (lordosi) può sopravvivere 
dopo lo sviluppo larvale, portando ad una significativa perdita in termini economici. 
Inoltre, i pesci che si sviluppano con malformazioni vengono venduti ad un prezzo 
ridotto. A tal proposito, l'isolamento dei fattori responsabili resta un complesso obiettivo 
di ricerca che dipende dall’identificazione di: 
a) fase di sviluppo in cui ha origine ciascuna anomalia,  
b) ontogenesi,  
c) caratteristiche anatomiche di ogni anomalia, 
d) effetti delle malformazioni morfo-anatomiche sulle prestazioni biologiche, sul 




Sparus aurata Minimo Massimo Incidenza media 
Vescica natatoria funzionale 65% 98% 90% 
Anomalie opercolari 2% 35% 10% 
Anomalie della testa (mandibole) 1% 4% 3% 
Deformità coda e pinne 0% 3% 1% 
Anomalie spinali 1% 8% 2% 
Tabella 1 - Incidenza delle principali anomalie in Sparus aurata in Italia (dati INVE Aquaculture). 
 
1.5.2 Vescica natatoria 
Nei pesci fisoclisti, come Sparus aurata, il corretto sviluppo della vescica natatoria 
inizia con l’ingresso d'aria attraverso il dotto pneumatico, che degenera in seguito, 
durante un determinato stadio di sviluppo, corrispondente alla fase di pre-flessione, e 
implica una boccata d’aria all'interfaccia aria-acqua (Chatain, 1986). Pertanto, il 
mantenimento della superficie dell'acqua priva di film lipidici, facilmente garantito 
dall’utilizzo di skimmer superficiali (Chatain & Ounais-Guschemann, 1990), è molto 
importante per la normale insufflazione della vescica natatoria. In secondo luogo, fattori 
come la salinità (Tandler et al., 1995), l'intensità della luce e fotoperiodo (Battaglene et 
al., 1994), l’idrodinamismo (Chatain & Ounais-Guschemann, 1990), la temperatura 
(Hadley et al., 1987), l'ereditarietà (Afonso et al., 2000; Peruzzi et al., 2007), sono stati 
dimostrati importanti per la prima insufflazione della vescica natatoria. Un problema nel 
corretto sviluppo della vescica natatoria può portare ad alcune deformità spinali, come 
la scoliosi, la lordosi o la cosiddetta sindrome saddleback, (Paperna, 1978; Afonso et 
al., 2000), dovute ad un intenso carico meccanico esercitato sulle vertebre pre-emali non 
ancora mineralizzate, che può causare una flessione graduale dell’asse vertebrale, 
oppure ad una deformità delle pinne pettorali, data dall’iper-attività dei muscoli 
pettorali, per riuscire a contrastare le difficoltà nel galleggiamento dovute all’assenza 
della vescica natatoria (Prestinicola et al., 2014). Quindi un mancato sviluppo della 
vescica natatoria diminuisce il tasso di accrescimento, la resistenza agli stress e la 
sopravvivenza (Paperna, 1978; Chatain, 1989). 
 
1.5.3 Malformazioni scheletriche  
Le deformità scheletriche derivanti dall’allevamento larvale sono molteplici e possono 
influenzare tutte le regioni anatomiche, dal cranio alla colonna vertebrale e le pinne. Si 
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può trattare di assenza, eccesso, forma e/o alterazioni di posizione dei vari elementi 
scheletrici, con effetti diretti sulla morfologia delle rispettive parti anatomiche e quindi 
di tutto il corpo. 
 
1.5.3.1 Malformazioni craniali 
Le malformazioni craniali riguardano soprattutto l’opercolo, le mascelle e l’arco ioideo, 
con grande variabilità morfologica e di gravità.  
Le anomali opercolari (Figura 3) riguardano la riduzione o il ripiegamento della 
membrana opercolare, con conseguente esposizione degli archi branchiali che risultano 
così scarsamente protetti da lesioni, batteri o parassiti, pregiudicando le prestazioni 
zootecniche, l’immagine e il valore di mercato del prodotto finito. Le deformità 
opercolari, in S. aurata, così come in altre specie di allevamento, possono colpire fino al 
80% degli individui e sono quindi un’importante fonte di degradazione del prodotto 
portando a  perdite economiche sostanziali (Paperna, 1978; Chatain, 1994; Andrades et 
al., 1996). Anche se recentemente si è sviluppata l’ipotesi che orate portatrici di 
anomalie opercolari possano con il tempo recuperare tutta o in parte l’integrità 
anatomica mancante (Beraldo & Canavese, 2011), si cerca sempre di prevenire queste 
gravi malformazioni. 
 
Queste malformazioni, che si sviluppano nelle prime fasi larvali, sono dovute ad una 
alterazione nella formazione dei tessuti connettivi e da una irregolare mineralizzazione 
delle ossa (Galeotti et al., 2000). Anche se le cause restano tuttora sconosciute, è stato 
dimostrato che la presenza di malformazioni opercolari in Chanos chanos è risultata 
significativamente minore quando le larve sono state nutrite con alimenti vivi arricchiti 
con EFA, DHA e vitamina C (Gapasin et al., 1998; 2001). In D. labrax, questa anomalia 
è stata attribuita alla carenza di n-3 HUFA (EPA, DHA) o ad un eccesso di vitamina A 
nella dieta (Villeneuve et al., 2005a,b). 
Figura 3 - Tipica 
malformazione opercolare 
in avannotto di Sparus 




Le deformità craniali possono riguardare sia la mandibola superiore che quella inferiore, 
anche contemporaneamente; queste possono apparire compresse, prognate, ridotte di 
dimensioni oppure assenti. Le anomalie mandibolari causano elevata mortalità iniziale 
(sino all’80%) per digiuno; spesso però sono anomalie sub letali, i soggetti affetti 
mostrano difficoltà nell’alimentarsi, hanno un accrescimento ridotto (circa il 20% in 
meno della media) e appaiono più deboli rispetto ai pesci sani. Le più comuni 
alterazioni mandibolari in Sparus aurata sono la retrusione mandibolare (short low 
jaws, che interessa la mandibola inferiore), la compressione della regione mandibolare 
superiore (il cosiddetto Pugheadness), oppure alterazioni della dentatura e 
malocclusioni (cross-bite) (Koumoundouros, 2010). 
 Pugheadness (Figura 4A) è una condizione in cui è presente una compressione antero-
posteriore della regione etmoide e della mascella superiore, questa deformazione è 
causa di prognatismo poiché determina un iposviluppo dell’arcata mascellare che rende 
l’arco mandibolare, normalmente sviluppato, falsamente sporgente (Mazurais et al., 
2009). In cross-bite (Figura 4C-C’) la mascella inferiore è spostata dal centro e non è 
orientata parallelamente alla mascella superiore, mentre la riduzione della mascella 
inferiore è pressoché identica alla cross-bite ed anatomicamente si tratta di una 





L'ontogenesi precoce degli elementi scheletrici coinvolti (Faustino & Power, 2001) 
indica che le deformità mandibolari probabilmente hanno origine durante le prime fasi 
Figura 4 - Malformazioni craniali in larve (A,C,C') e avannotto (B) 
di S. aurata. A: pugheadness; B: mascella inferiore ridotta; C-C': 
cross-bite, visualizzazione laterale e dorso-ventrale. Barra di scala 
1mm. (Koumoundouros, 2010) 
26 
 
di sviluppo larvale, senza escludere le successive fasi di flessione e post-flessione, 
durante le quali avvengono significativi cambiamenti nell’alimentazione.  
In Dicentrarchus labrax, le cause della pugheadness, come nel caso delle deformità 
opercolari, sono state attribuite ad un eccesso di vitamina A, ma anche ad un eccesso o 
una carenza di n-3 HUFA nella frazione fosfolipidica della dieta (Villeneuve et al., 
2005a,b). Data l'importanza del cranio nella respirazione, nell’alimentazione e 
nell'alloggiamento degli organi di senso, le deformità del cranio hanno un chiaro effetto 
sulla crescita, sulla sopravvivenza e sulla ipersensibilità alle malattie (Barahona-
Fernandes, 1982; Paperna, 1984; Koumoundourous et al., 1997a). 
Queste alterazioni, se non talmente gravi da causare impedimento all’alimentazione, 
sono, come già detto, compatibili con la vita degli avannotti, non inficiano 
sensibilmente l’accrescimento durante le fasi di ingrasso e non aumentano la 
suscettibilità alle malattie. Sebbene tendano, con l’accrescimento, ad essere meno 
evidenti rispetto alla fase di avannotto, sono ritenute dagli allevatori una caratteristica 
estetica sgradevole per l’acquirente; infatti, la morfologia della testa rientra tra i 
principali parametri di valutazione per il cliente, determinando deprezzamento del 
prodotto. Gli avannotti prognati rappresentano per l’avannotteria un costo in termini di 
spazio d’allevamento, alimento somministrato, manodopera impiegata nel processo di 
selezione manuale e causano un deprezzamento della partita in fase di vendita ai centri 
di ingrasso. 
 
1.5.3.2 Malformazioni della colonna vertebrale 
Le principali deformità vertebrali comprendono la lordosi, la cifosi e la scoliosi (Figura 
5), che possono svilupparsi indipendentemente l’una dall’altra o in combinazione tra 
loro, con differenti gravità (Paperna, 1978; Barahona-Fernandes, 1982; Andrades et al. 
1996; Sfakianakis et al., 2006), e, anatomicamente, si possono attribuire alla 
dislocazione, fusione, accorciamento o deformazione delle vertebre coinvolte, che sono 
solitamente un numero limitato (2-6). 
La lordosi può interessare le vertebre emali o pre-emali. In tutte le specie, la lordosi è 
indotta solitamente dal mancato sviluppo della vescica natatoria, ed è plausibile 
attribuirla ad un meccanismo di compensazione dovuto ad un anomalo orientamento del 
corpo dato dall’incapacità di galleggiamento, oppure all’idrodinamismo nelle vasche di 
allevamento, in particolare all’intensità della corrente (Chatain, 1994). Sfakianakis et al. 
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(2006) hanno dimostrato chiaramente che anche la temperatura dell’acqua può 
influenzare sensibilmente la formazione di lordosi, fino alla metamorfosi.  
La cifosi è stata descritta per la prima volta da Boglione et al. (1995) in pesci che non 
presentavano la vescica natatoria. Recentemente invece ne è stato segnalato lo sviluppo 
a livello delle vertebre pre-emali in spigole con la vescica natatoria (Koumoundouros et 
al., 2002). Gli individui cifotici presentano un comportamento letargico, a causa della 
compressione del tubo neurale dovuta ai corpi vertebrali e agli archi neurali deformati. 
Una volta raggiunti circa 17 mm di lunghezza totale (TL), la frequenza di queste 
deformità decresce esponenzialmente con il passare del tempo, per l’alta mortalità che 
colpisce i pesci che ne sono affetti. 
La scoliosi viene considerata una malformazione rara negli allevamenti del 
Mediterraneo. In D. labrax, come è stato descritto da Villeneuve et al. (2005a), la 
scoliosi viene indotta da una carenza (0,3%) od un eccesso (2,3-4%) di n-3 HUFA nella 
frazione fosfolipidica (11-13%) della dieta larvale. Il periodo critico di formazione della 
scoliosi è la fase larvale, per l’importanza che riveste nell’assunzione dei lipidi 




La compressione, fusione, deformazione e riduzione dei corpi vertebrali, in assenza di 
deviazioni dell’asse vertebrale, sono piuttosto comuni in larve e giovanili di Sparus 
aurata. Queste alterazioni sono più frequenti nella regione dell’arco emale e in regione 
caudale, anche se sono osservabili lungo tutta la colonna vertebrale; le anomalie dei 
corpi vertebrali, comunque, sono raramente oggetto di studi e risultano spesso rilievi 
Figura 5 - Malformazioni della colonna vertebrale in S. aurata. 
Scoliosi (in alto), lordosi (in basso a sinistra) e cifosi (in basso a 
destra) (Cataudella et al., 2014) 
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occasionali, in quanto non alterano la morfologia esterna e non causano, se non in casi 
gravi, alterazione della motilità e del comportamento fisiologico dei soggetti colpiti. 
 
1.5.3.3 Malformazioni delle pinne 
Lo sviluppo incompleto può essere considerato tra le malformazioni più gravi che 
affliggono le pinne dorsali (Saddleback syndrome, Figura 6) e le pinne anali (Tave et 
al., 1983; Koumoundouros et al., 2001). In Dentex dentex, la Saddleback syndrome è 
estremamente correlata con gravi deformità della pinna caudale (principalmente 
espressa come una mancanza di lepidotrichi superiori e dermatotrichi), entrambe le 
quali derivano da anomalie nella formazione del primordial marginal finfold (PMF) e 
della punta terminale della notocorda, durante la fase di pre-flessione (Koumoundouros 
et al., 1997b, 2001). 
Inoltre, a causa del coinvolgimento della pinna caudale nel nuoto, tali deformazioni 
possono portare a modificazioni secondarie delle vertebre adiacenti, che si ritorcono o si 
fondono, causando lordosi, cifosi e/o scoliosi nella zona del peduncolo caudale. Le 
deformità della pinna caudale sono il risultato dello sviluppo di deformità della 
notocorda posteriore che possono avere origine già a partire dalla tarda fase embrionale 
(Koumoundouros et al., 1997b). 
Altre malformazioni delle pinne, includono fusioni, assenze, extra-formazioni o 
spostamenti degli elementi di supporto (Marino et al., 1993; Koumoundouros et al., 
2001) e curvature dei raggi e delle spine (Paperna, 1978; Daoulas et al., 1991), tutte 
peraltro con importanza trascurabile rispetto al loro effetto sulla morfologia esterna. 
Ancora non si conoscono i fattori che 
causano le deformità delle pinne, ma 
alcuni autori, come Sfakianakis et al. 
(2004) e Georgakopoulou et al. (2010) 
hanno dimostrato un chiaro 
coinvolgimento della temperatura nello 
sviluppo di deformazioni della pinna 
caudale in Pagellus erythrinus e in 
Sparus aurata, rispettivamente. Figura 6 - Saddleback syndrome in S.aurata adulto 
(Korkut et al., 2009) 
29 
 
1.5.4 Considerazioni e prospettive 
In generale, la maggior parte delle anomalie morfo-anatomiche che si verificano nella 
fase embrionale, nella fase larvale con presenza di sacco vitellino e nelle prime fasi di 
alimentazione larvale risultano essere letali. Le anomalie più frequenti e gravi includono 
curvature della notocorda, difetti nel vitello e delle riserve lipidiche, calcoli urinari e 
gravi deformazioni della mascella. Le fasi embrionale, larvale e di metamorfosi nei 
pesci sono i momenti critici per controllare l’eventuale sviluppo di anomalie, definendo 
in gran parte la qualità del prodotto finale.  
La soluzione del problema si può trovare riuscendo a determinare ed evitare i fattori che 
causano malformazioni, ma anche sviluppando processi economici per la rimozione 
degli individui deformati dagli stock prodotti. 
 
1.6 Risvolti economici 
Significativi passi avanti sono stati fatti nell’allevamento larvale e nella gestione 
dell’alimentazione, grazie alla scoperta di nuove tecnologie e processi che hanno 
permesso di  migliorare l’accrescimento larvale e la sopravvivenza degli organismi, 
diminuendo il costo finale per ogni giovanile prodotto (Planas & Cunha, 1999). 
Tuttavia, il costo di produzione dell’alimento vivo può rappresentare circa l’80% del 
costo di produzione totale degli avannotti (Person-Le Ruyet et al., 1993), per questo si 
cerca di ridurre sempre più il periodo di svezzamento, cercando regimi alimentari 
differenti che permettano di sostituire l’alimento vivo con mangimi alternativi (Person-
Le Ruyet, 1989; Person-Le Ruyet et al. 1993; Holt, 1993; Jones et al., 1993; Callan et 
al., 2003). 
L’aumento dei prezzi per la fornitura di Artemia si può attribuire a diversi fattori; uno di 
questi è sicuramente dato dal fatto che con la crescita del settore dell’allevamento ittico, 
c’è stato un concomitante aumento della richiesta di cisti di Artemia di alta qualità. 
Lavens e Sorgeloos (2000) comunicano che le condizioni del biotopo del lago Great 
Salt Lake (Utah, USA), che garantisce l'85-90% della fornitura mondiale di Artemia, 
sono diventate sfavorevoli per la nuove produzioni ittiche. Inoltre, la salinità del lago è 
in continua diminuzione (< 90 ppt), a causa di “El Nino”, e così è diminuita anche la 
capacità di galleggiamento delle cisti e ha permesso ad una ampia varietà di predatori, 
come coleotteri e pesci, di entrare nel lago. Le cisti di Artemia sono quindi una risorsa 
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naturale limitata, soggetta a grandi fluttuazioni dei prezzi e a disponibilità alquanto 
variabile. Di conseguenza, trovare nuove procedure per ridurre al minimo il loro utilizzo 
è di interesse immediato e risulta fondamentale per l’espansione del settore della 
maricoltura, in quanto offrono una potenziale riduzione dei problemi e dei rischi 
associati alla produzione di alimento vivo. 
Uno studio di Callan et al. (2003) mostra come la quantità totale di Artemia nel regime 
alimentare, possa essere notevolmente minore (riducendola del 50 e 25%), risultando 
per di più in un grande vantaggio in termini economici sul costo di ogni giovanile 
prodotto. 
Tuttavia, anche la produzione di alimenti artificiali risulta non essere economica (fino a 
200 €/kg), a causa dell’utilizzo di materie prime costose e complesse tecniche di 
produzione. Pertanto, è necessario ottimizzare il rendimento di tale prodotto. 
Nel crescente settore dell’acquacoltura, il rapporto di conversione alimentare (FCR) è di 
primaria importanza per gli allevatori e per i produttori di mangimi. Si calcola 
dividendo il peso totale dell’alimento somministrato, per il peso dei pesci prodotti. L’ 
FCR dovrebbe essere utilizzato anche come un indicatore per aiutare i gestori di 
allevamenti larvali a migliorare i metodi e l'efficienza in caso di sostituzione 
dell’alimento vivo nel regime alimentare. Tuttavia, il valore del FCR per 
l’alimentazione larvale è estremamente difficile da calcolare giornalmente, sia che si 
riferisca all’alimento vivo o a quello inerte. Attualmente, l’FCR dovrebbe avere un 
valore inferiore a 0,6:1, data l’elevata digeribilità degli alimenti artificiali (Kolkovski et 
al., 2009). Tuttavia, questo valore viene raggiunto raramente, per un eccessivo 
deterioramento del cibo che può portare ad alimentazioni inadeguate che si riflettono in 
un valore FCR maggiore di 3:1 (Kolkovski et al., 2010). 
In questo lavoro è stato calcolato il consumo di Artemia per milione di avannotti 
prodotti fino a 56 dph, che ci permette di avere un’idea dei relativi costi associati alla 
produzione di questi crostacei. In un regime alimentare in cui Artemia rappresenta 
solamente il 5% dell’alimento totale, il consumo previsto è di circa 12,5-18 Kg per 
milione di avannotti prodotti, a seconda del tasso di sopravvivenza raggiunto. Questi 
valori sono di gran lunga minori rispetto al consumo previsto per giovanili prodotti 





2. Allevamento di specie ittiche marine 
2.1 Tecniche di allevamento 
 
In passato l’orata veniva allevata soltanto in maniera estensiva all’interno di lagune o 
bacini di acqua salata, mentre negli anni ’80 si svilupparono le prime forme di 
allevamento intensivo. La “vallicoltura” è una tipologia di allevamento estensivo  
praticata nelle lagune dell’alto Adriatico, che si basa sulla cattura delle forme giovanili 
che migrano dal mare alle lagune. Le tecniche per portare avanti la fase riproduttiva 
dell’orata in cattività vennero acquisite in Italia nel 1981-1982 e verso la fine degli anni 
’80, in Spagna, Italia e Grecia, iniziò la produzione di avannotti su larga scala. Questa 
specie da subito mostrò un’eccellente adattabilità alle condizioni di allevamento 
intensivo, sia all’interno delle vasche a terra che nelle gabbie a mare (Cataudella et al., 
2001). Esistono tre tipologie di allevamento di specie ittiche marine in base al tipo di 
Tabella 2 - Caratteristiche principali delle diverse tipologie di allevamento 
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gestione e alle tecniche utilizzate: acquacoltura estensiva, semi-intensiva e intensiva 
(Tabella 2). 
 
Allevamento estensivo e semi-intensivo 
Nell’allevamento estensivo, l’intervento dell’uomo è limitato alla gestione idraulica e 
all’approvvigionamento delle specie allevate con un’alimentazione naturale, sfruttando 
le naturali predisposizioni degli organismi allevati e le condizioni delle maree, correnti, 
temperatura e salinità delle acque; gli unici interventi dell’allevatore sono l’introduzione 
di esemplari giovani provenienti da centri di riproduzione o raccolti in natura, la 
cosiddetta “semina” e il controllo del flusso delle acque, attraverso chiaviche e griglie, 
installate su porzioni lagunari o presso le foci a delta di grandi fiumi. Di norma 
l’acquacoltura estensiva viene praticata in bacini naturali o semi naturali, come le 
lagune costiere, le cosiddette "valli di pesca" (da cui il termine "vallicoltura"), bacini 
idrici e stagni (nel caso di esemplari di acqua dolce). Questo sistema di allevamento è 
caratterizzato da una bassa densità di allevamento, in media 0,25 kg/m3 e di norma è di 
tipo policolturale, cioè vengono allevate più specie, non competitive tra di loro così da 
garantire l’utilizzo di più livelli trofici dello stesso ambiente. Tale forma di allevamento 
consente di conservare ambienti acquatici naturali altrimenti destinati ad essere 
bonificati, garantendo l’equilibrio ecologico della valle e dello stagno, attraverso 
l’utilizzo di accorgimenti tesi alla salvaguardia dell’ambiente. Le zone lagunari, nel 
passato soggette a bonifica, sono attualmente ambienti a rischio di degrado, soprattutto 
per i pericoli derivanti dall’ambiente circostante. L’acquacoltore ha comunque 
l’interesse a garantire l’equilibrio ecologico della valle o dello stagno, pertanto pone in 
essere tutti gli accorgimenti necessari per la salvaguardia dell’ambiente, al fine di 
assicurare la sopravvivenza delle specie allevate e conseguentemente la redditività delle 
valli di pesca. L’acquacoltura estensiva, oltre a costituire un modello di sviluppo valido 
dal punto di vista economico, ha quindi consentito la conservazione delle caratteristiche 
ambientali anche in aree molto estese. Tuttavia il limite principale dell’allevamento 
estensivo è costituito dalle rese piuttosto basse se rapportate all’alto immobilizzo 
fondiario e dal mancato controllo sui predatori.  
Il sistema semi-intensivo si distingue da quello estensivo per un maggior intervento da 
parte dell’uomo: principalmente vi è il maggior controllo dell’alimentazione, mediante 
integrazione della dieta naturale degli organismi allevati, l’applicazione di misure di 
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difesa dai predatori e il controllo delle patologie. Si effettua anche un controllo idrico 
maggiore, mediante ossigenazione delle acque, concimazioni e trattamento dei reflui: 




In Italia gran parte delle specie ittiche d’allevamento, quali trote, anguille, spigole, orate 
ma anche pesci gatto e storioni, provengono da impianti intensivi. Nell’allevamento 
intensivo è di fondamentale importanza l’apporto umano per la somministrazione di 
alimenti di tipo artificiale, con formulazioni adatte alle specie allevate; questo 
soprattutto perché il sistema di allevamento intensivo è caratterizzato da un’elevata 
densità di esemplari, a seconda delle specie si arriva a densità di 20-30 kg/m3 e ciò 
comporta, inoltre, la necessità di un maggior controllo dell’uomo sulla qualità delle 
acque e sul trattamento dei reflui. Le forme principali di allevamento sono in impianti a 
terra, in vasche o bacini creati appositamente, o in mare aperto, in gabbie o recinti (per 
la fase di ingrasso): in Italia attualmente l’allevamento ittico intensivo è praticato 
prevalentemente in impianti a terra, con bacini artificiali di dimensioni relativamente 
ridotte (dai 100 ai 1.000 m2). Gli allevamenti sono solitamente monocolturali e 
altamente specializzati, indirizzati nei due comparti principali quali le avannotterie, 
dove vengono detenuti i riproduttori per la produzione di avannotti, e gli impianti di 
pre-ingrasso e ingrasso. L’allevamento di tipo intensivo esercita sull’ambiente un 
impatto notevole legato principalmente alla presenza di acque reflue cariche di sostanze, 
come il cibo non consumato e le feci, con potenziali possibilità di alterazione della 
qualità dell’acqua, oltre ad un eventuale impatto estetico. La presenza nei rifiuti di 
composti organici quali proteine, carboidrati, urea, vitamine può avere come effetto una 
crescita di alghe che può danneggiare, nel caso di allevamento in mare, le stesse specie 
allevate. Sono stati così gli stessi acquacoltori a prendere coscienza della necessità di 
ridurre l’impatto ambientale di questi allevamenti. Per gli impianti a terra si è cercato, 
quindi, di riciclare le acque di scarico, essendo inattuabile, per motivi economici, un 
loro trattamento diretto. Per gli allevamenti con gabbie a mare, invece, oltre a disporre 
le stesse in siti in cui le correnti contribuiscono alla dispersione dei rifiuti, 
l’accorgimento può essere quello di spostarle in continuazione in modo da permettere ai 
fondali di ripristinarsi. Un altro problema che si pone per l’allevamento intensivo è 
quello derivante dall’introduzione di specie alloctone. Il rischio è quello di introdurre 
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patologie o parassiti e impatti ambientali indesiderati sulla flora e la fauna locali. Nel 
primo caso è opportuno procedere con certificazioni e quarantene, nel secondo con studi 




2.2 Ciclo Produttivo 
Normalmente un impianto risulta articolato in diversi comparti, funzionali a diverse fasi 
del ciclo produttivo: un’avannotteria per la riproduzione ed il primo allevamento di 
soggetti da semina (riproduttori), un settore di pre-ingrasso e uno di ingrasso per la 
produzione di soggetti da mercato. 
 
Produzione degli avannotti 
Nelle avannotterie i riproduttori vengono sottoposti a regimi controllati di fotoperiodo e 
termoperiodo, in modo da poter disporre di gameti maturi per il maggior numero di 
mesi l’anno. 
L’allevamento larvale può essere effettuato su piccola scala, utilizzando volumi <10 m3 
o su larga scala, con volumetrie di circa 200 m3. Nei sistemi su piccola scala è possibile 
controllare in modo accurato i parametri ambientali e questo permette di adottare 




densità elevate (150-250 avannotti/l). La tecnica su larga scala, viene portata avanti 
adottando densità inferiori (massimo 10 avannotti/l) e simulando le condizioni presenti 
nell’ecosistema naturale delle orate. Quest’ultima tipologia di allevamento larvale 
consente di produrre avannotti che dal punto di vista qualitativo sono superiori rispetto a 
quelli allevati ad elevate densità. 
Per le prime 4-6 settimane di vita, le larve vengono allevate in una zona specifica 
dell’allevamento per limitare i rischi sanitari. Queste crescono in acqua marina, 
all’interno di vasche circolari in fibra di vetro di capacità di 6-10 m3. L’acqua è 
eventualmente scaldata per aumentare l’indice di accrescimento, dato che la 
riproduzione delle orate avviene durante i mesi invernali. Questa è reimmessa in 
circolo, tramite un filtro biologico, nel caso di utilizzo di un sistema semi-aperto, 
oppure, è eliminata subito dopo l’uso se utilizzato un sistema a circuito aperto. Le 
giovani larve necessitano di specifiche condizioni ambientali per garantire una crescita e 
uno sviluppo ottimale nel minor tempo possibile, così come necessitano di una accurata 
e attenta sanificazione con soluzione ipocloridrica (500 ppm di cloro attivo) di tutti gli 
strumenti e le attrezzature utilizzati in questo settore (pompe, vasche, filtri, conduttori 
dell’aria). 
Nursery 
I giovanili di circa 45 giorni di età vengono trasferiti all’interno di vasche più grandi, di 
forma rettangolare o circolare (10-25 m3) nelle quali avviene la fase di svezzamento. 
Inizialmente la densità è di 10-20 avannotti/l e la temperatura dell’acqua è di 18-19 °C. 
Nelle fasi finali, quando i giovanili raggiungono il peso di 2-3 grammi, la densità può 
arrivare anche a 20 Kg/m3. L’alimento viene somministrato 2 volte al giorno, in genere 
alle 8.00 ed alle 20.00, utilizzando progressivamente percentuali superiori di mangime 
artificiale. 
Tecniche di ingrasso - Allevamento intensivo 
L’allevamento intensivo rappresenta oggi la tecnologia produttiva più utilizzata per 
questa specie, sia nell’area Mediterranea che in Italia. Le orate generalmente vengono 
allevate in vasche di calcestruzzo oppure in vasche scavate a terra ed impermeabilizzate 
con teli di PVC. Queste strutture hanno una volumetria che comunemente va da 200 a 
3000 m3 a seconda delle dimensioni del pesce e delle scelte aziendali. Le densità di 
allevamento ottimali oscillano da 15 a 45 Kg/m3 e per assicurare la sopravvivenza degli 
animali è necessario immettere ossigeno liquido nelle acque di allevamento. L’orata 
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allevata alle temperature ottimali (18-26 °C) raggiunge i 400 g in 10- 12 mesi, ma si 
adatta bene anche a temperature fino a 32-34 °C, mentre tollera poco le basse 
temperature e non resiste al di sotto di 4 °C.  
Negli ultimi anni si sta sviluppando molto l’allevamento all’interno di gabbie installate 
in mare. Queste strutture possono essere di varie tipologie (galleggianti, semisommerse 
e sommerse) e di varie dimensioni, a seconda del luogo nel quale vengono posizionate. 
Nel caso che il sito in questione sia ben riparato dalle mareggiate violente si possono 
utilizzare anche strutture semplici e di modeste dimensioni, mentre laddove le 
condizioni del mare sono più complicate, diventa necessario utilizzare gabbie 
voluminose e più sofisticate. Le densità impiegate in questo tipo di impianti sono 
comprese tra 10 e 15 m3.  Nel caso il materiale di partenza sia costituito da giovanili di 
10 g di peso, la taglia commerciale (350-400 g), viene raggiunta in circa un anno, 
mentre nel caso che i giovanili abbiano un peso di 5 g, per ottenere la stessa categoria di 
pezzatura, sono necessari 16 mesi.  
L’allevamento in gabbia, rispetto a quello tradizionale a terra permette un notevole 
risparmio energetico, in quanto non è necessario l’utilizzo di pompe per 
l’approvvigionamento dell’acqua né di filtri per il trattamento delle acque reflue. 
D’altro canto però la crescita degli esemplari è un po’ più lenta rispetto a quella relativa 
all’allevamento in vasche, in quanto la temperatura dell’acqua non può essere 
modificata. L’alimentazione delle orate viene effettuata tramite l’utilizzo di distributori 
automatici di mangime oppure a mano, soprattutto nel caso degli animali più grandi. 
Il monitoraggio della qualità delle acque è una delle operazioni più importanti nella 
gestione dell’azienda. Infatti i valori dei parametri chimico-fisici dell’acqua sono 
fondamentali oltre che per la verifica delle condizioni dell’ambiente di allevamento, 
anche per il calcolo della razione alimentare giornaliera e per la messa in funzione dei 
meccanismi di ossigenazione ausiliari. 
 
Produzioni e mercato 
L’orata è la specie che viene più comunemente allevata nell’area Mediterranea. La 
Grecia è il Paese europeo che detiene il primo posto per quanto riguarda le quantità 
prodotte. La produzione di orata in Grecia è cresciuta notevolmente negli ultimi anni e 
le quantità prodotte sono passate dal valore di 38.587 tonnellate riferito all’anno 2000 al 
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valore di 50.023 nel 2007. La produzione dell’anno 2007, in termini monetari fece 
riscontrare un valore totale di 269.454.000 US $.  
L’Italia è lo Stato europeo che evidenzia il più elevato quantitativo di prodotto 
importato ed è il mercato di riferimento anche per gli altri Paesi produttori.  
Le produzioni di orata in Italia, nonostante i livelli produttivi siano inferiori rispetto a 
quelli greci, negli ultimi anni hanno messo in evidenza un notevole incremento. Infatti, 
la quantità totale di prodotto nell’anno 2000 risultò pari a 6.000 tonnellate, mentre nel 
2007 raggiunse il quantitativo di 8.184. tonnellate, per un valore monetario di 







Figura 8 - Produzione di orate da acquacoltura (2009) 
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3. Materiali e metodi 
 
3.1 Le specie allevate  
3.1.1 Sparus aurata 
L’orata (Sparus aurata, Linnaeus 1758) è un 
teleosteo marino e di acque salmastre 
appartenente alla famiglia degli Sparidae. 
Caratteristiche morfologiche: Il corpo 
dell’orata si presenta di forma ovale e compresso 
lateralmente, con un sottile peduncolo caudale. Il 
profilo della testa appare regolarmente ricurvo ed 
in mezzo agli occhi, che sono piccoli, presenta 
una fascia nera ed una dorata (da cui la specie 
prende il nome). La bocca è posta ventralmente 
rispetto all’asse longitudinale del pesce, con una 
direzione dell’asse dell’apertura boccale 
leggermente obliquo. In posizione anteriore, sia 
sulla mascella che sulla mandibola, troviamo da 
4 a 6 denti di forma simile a un canino, a questi 
seguono caudalmente denti di forma più 
appiattita che diventano progressivamente simili 
a molari e che sono disposti in 2 o 4 file, i denti 
che appartengono alle file più esterne sono più 
resistenti (Figura 10).  
I fianchi dell’orata sono di color grigio-argenteo 
e percorsi da linee longitudinale grigiastre, mentre il dorso è di color grigio-azzurro ed 
alloggia un’unica pinna dorsale dotata di 11 raggi cornei e 13-15 raggi molli. 
All’origine della linea laterale è presente una zona di colore nero che si estende sul 
margine superiore dell’opercolo sopra ad un’area rossastra. Presenta una pinna caudale 
omocerca, un’unica pinna anale e pinne pettorali, (lunghe e a punta) e ventrali pari. 
Figura 9 - Classificazione scientifica ed 
esemplare di Sparus aurata (in alto). 
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Biologia e habitat: L’orata è una specie eurialina ed euriterma, in grado di 
sopravvivere in acque caratterizzate da diversi regimi di salinità e temperatura (purché 
non sia inferiore a 4 °C). Grazie a queste caratteristiche, questo sparide è presente lungo 
le coste orientali dell’Oceano Atlantico, dal Senegal alla Gran Bretagna, ed è molto 
comune in tutto il bacino del Mediterraneo, raramente la si trova nel Mar Nero. Le sue 
abitudini eurialine consentono all’orata di vivere in acque con un ampio range di 
salinità, dall’ambiente marino alle lagune costiere, dove penetra soprattutto durante le 
prime fasi di vita. Le orate nascono da 
ottobre a dicembre in alto mare e le 
forme giovanili, in primavera, tendono 
a spostarsi verso le acque vicine alla 
costa, dove c’è più abbondanza di cibo. 
Verso la fine dell’autunno le orate 
tornano verso il mare aperto dove 
generalmente scelgono come habitat i 
fondali rocciosi o caratterizzati dalla 
presenza di praterie di Posidonia 
oceanica. Le forme  giovanili tendono a 
stabilirsi in acque poco profonde (fino a 30 m di profondità)  mentre gli adulti possono 
vivere anche in acque più profonde, fino ad un massimo di 150 m. 
L’orata si ciba tipicamente di molluschi bivalvi, crostacei e policheti, utilizzando il suo 
particolare apparato boccale. 
Riproduzione: E’ una specie ermafrodita proterandrica e la sua stagione riproduttiva va 
da Ottobre a Dicembre. I giovanili sono gregari mentre gli esemplari più grandi tendono 
a divenire solitari. I nuovi nati sono tutti maschi e sopra una certa dimensione (circa 30 
cm), a causa dell’inversione sessuale, diventano femmine. La maturità sessuale viene 
raggiunta a 2 anni (20-30 cm) dai maschi, mentre per quanto riguarda le femmine la 
maturazione delle gonadi avviene a 2-3 anni (33-40 cm); tuttavia, il cambio di sesso può 
essere condizionato anche da fattori sociali, infatti la presenza di pesci giovani 
(potenzialmente maschi) favorisce la maturazione femminile in individui più anziani, 
mentre la presenza di femmine anziane inibisce il cambio di sesso in giovani di sesso 
maschile. Le femmine possono deporre da 20.000 ad 80.000 uova al giorno, per un 
periodo di durata superiore ai 4 mesi. Dopo la deposizione, le uova sono trasparenti, 
Figura 10 - Mandibola e macella di S.aurata con la 
propria dentatura tipica. 
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sferiche, con un diametro di 0,94 - 0,99 mm e presentano una goccia lipidica 
centralmente che ne favorisce il galleggiamento. 
Allevamento: Nelle avannotterie, i riproduttori vengono generalmente condizionati con 
regime di foto e termoperiodo per poter disporre di gameti maturi per un maggior 
numero di mesi all’anno. Per l’allevamento larvale sono utilizzati sistemi semi-chiusi o 
aperti, preferibilmente sotto un regime di luce continuo (330-600 lux) che migliora la 
crescita e la sopravvivenza. L’allevamento intensivo rappresenta oggi la tecnologia 
produttiva più utilizzata per questa specie, sia in Mediterraneo che in Italia, con circa 
l’80% della produzione totale ottenuto in vasche a terra ma soprattutto in gabbie a mare. 
L’orata allevata alle temperature ottimali (18-26°C) raggiunge i 400 g in 10-12 mesi, 
ma si adatta bene anche a temperature fino a 32-34°C.  
Si tratta della specie più allevata nel Mediterraneo e lo sviluppo delle produzioni 
nazionali in concomitanza con l’incremento delle importazioni, hanno provocato un 
crollo dei prezzi che si sono ridotti drasticamente, raggiungendo minimi di 6,70 euro/kg 
(pezzature di 350 g), per il prodotto nazionale sul mercato italiano, e di 5,50 euro/kg per 
le orate provenienti dall’estero (Cataudella et al. 2001). 
 
3.1.2 Rotiferi 
Morfologia: I rotiferi sono un 
Phylum di metazoi filtratori (70-350 
µm), che comprende circa 1500 
specie. Composti da un numero 
fisso di circa 1.000 cellule (eutelìa), 
la loro crescita è dovuta ad un 
aumento del plasma e non dalla 
divisione cellulare. Hanno corpo 
trasparente, tronco allungato e 
sacciforme protetto da una spessa 
cuticola (lorica) ornata di spicole o spine, spesso chitinosa, che può essere continua, 
articolata o risultante dalla fusione di piastre distinte. I rotiferi filtrano micro-particelle, 
soprattutto microalghe e detriti organici, mediante un organo anulare ciliato, la corona, 
che circonda la bocca, ed è utilizzata anche per la locomozione, dal cui movimento 
prende il nome la Classe Rotatoria. La faringe muscolosa (mastax) ha la parete interna 




formata da sette grossi pezzi chitinosi tra loro articolati e utilizzati per catturare e 
triturare il cibo. La parte terminale del corpo (piede) è generalmente fornita di 
prominenze (dita), particolarmente sviluppate nelle specie sessili, e provviste di 
ghiandole pedali che secernono un liquido viscoso, avente la funzione di far aderire 
l’animale al substrato. Mentre molte specie trascorrono la loro vita attaccati ad un 
substrato mediante il loro piede retrattile, Brachionus plicatilis, che è la principale 
specie coltivata come alimento vivo per le larve delle specie ittiche in tutto il mondo, è 
un rotifero planctonte. Esistono due diversi morfotipi di B. plicatilis: small-type (S) e 
large-type (L), che differiscono nella lunghezza della lorica, rispettivamente da 100 a 
210 µm e da 130 a 340 µm. I due morfotipi presentano differenze anche nel peso, nella 
forma delle spine e nella temperatura ottimale di crescita (i rotiferi S-type hanno una 
resistenza più alta alla temperatura). I rotiferi S-type sono adatti come primo alimento 
per le larve di pesci che presentano un 
apertura boccale inferiore a 100 µm al 
momento della prima alimentazione, 
come nel caso di Sparus aurata.  
Ciclo vitale: La riproduzione di B. 
plicatilis può essere sessuale 
(riproduzione mittica) o asessuale 
(riproduzione amittica o 
partenogenetica). Solo quest'ultima 
viene adottata per la coltura di rotiferi 
su larga scala, per la sua maggior 
velocità ed anche per l'assenza di 
maschi, che risultano inutilizzabili 
come alimento per i pesci, non 
possedendo un tratto digerente funzionale. Nella riproduzione amittica, la prole è 
costituita da cloni geneticamente identici alle madri, quindi i rotiferi appena nati sono 
tutti femmine diploidi. Tale moltiplicazione può andare avanti per mesi in una 
popolazione tenuta in condizioni di allevamento adeguate. A seconda delle condizioni 
ambientali, ogni femmina può produrre circa 20 uova amittiche. I maschi vengono 
prodotti solo dopo un improvviso cambiamento ambientale, quando le femmine 
producono uova aploidi. In questo caso avviene la riproduzione sessuale e il risultato 
Figura 12 – Partenogenesi e ciclo sessuale di Brachionus 
plicatilis (Moretti et al., 1999). 
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sono uova mittiche quiescenti, analoghe alle cisti di Artemia, da cui schiuderanno 
ancora femmine amittiche quando le condizioni ambientali torneranno favorevoli. 
 
 3.1.3 Artemia salina 
Artemia salina (Linnaeus, 1758) è un piccolo crostaceo d'acqua salata appartenente 




Morfologia e ciclo vitale: Nell’Artemia salina, come negli altri Branchiopodidi di 
piccole dimensioni, il corpo è caratterizzato dall’assenza di carapace e risultano 
chiaramente distinguibili una regione cefalica, una toracica ed una addominale. Il capo 
porta due paia di antenne; le antenne primarie sono piccole e generalmente non 
segmentate, le antenne secondarie sono diverse nel maschio e nella femmina. Quelle 
della femmina sono di forma cilindrica, quelle del maschio sono espanse con funzione 
locomotoria e prensile, caratteristica di dimorfismo. Il tronco è composto di diciannove 
segmenti, di cui i primi undici portano gli arti. Gli arti sono bifidi, con aspetto fogliaceo 
e presentano appendici branchiali, sono utilizzati per il moto, oppure nel caso che questi 
crostacei si lascino passivamente trasportare dalla corrente, determinano un afflusso di 
acqua alle branchie e alla bocca, favorendo così l’apporto del cibo, plancton e protozoi. 
I primi due, dei cinque segmenti addominali, sono fusi insieme e portano nel maschio 
l’organo copulatore e nella femmina una tasca incubatrice. L’ultimo segmento 
addominale termina con due espansioni appiattite. 
Nel suo ambiente naturale, in un determinato periodo dell’anno, Artemia produce “cisti” 
che galleggiano sulla superficie dell’acqua e che sono trasportate a riva dal vento e 
dall’azione delle onde. Queste cisti sono metabolicamente inattive e non si sviluppano 
fintanto che rimangono asciutte. Al momento dell'immersione in acqua salata, le cisti di 
forma biconcava, diventano sferiche, e l'embrione al suo interno riprende il suo 
Figura 13 – A sinistra: 'Umbrella stage' e nauplio; a destra: individui adulti di Artemia salina 
(maschio, in alto, e femmina, in basso). 
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metabolismo interrotto. Dopo circa 20 h la membrana esterna delle cisti si rompe 
permettendo all’embrione di uscire, avvolto dalla sua membrana di cova (umbrella 
stage). Mentre l’embrione rimane sotto il guscio vuoto, lo sviluppo del nauplio si 
completa ed entro un breve periodo di tempo avviene la rottura della membrana di cova 
che da’ vita a un nauplio liberamente natante. (Figura 13). 
Il primo stadio larvale (instar-I da 250 a 400 µm di lunghezza), di colore bruno-arancio, 
presenta un occhio naupliare e tre paia di appendici: un paio di antenne con funzione 
sensoriale; un secondo paio di antenne, con funzione motoria e di filtro alimentare; e le 
mandibole deputate all’assorbimento del cibo. La larva instar-I non possiede ancora un 
apparato digerente funzionale, quindi si sviluppa esclusivamente grazie alle riserve 
alimentari presenti nel tuorlo (Benijts et al., 1976). 
Dopo circa 8 ore, gli animali mutano nel 2° stadio larvale (instar-II), in cui piccole 
particelle di cibo (ad esempio alghe unicellulari, batteri, detriti), di dimensioni variabili 
comprese tra 1 e 50 µm, vengono filtrate dal secondo paio di antenne e ingeriti nel tratto 
digestivo funzionale. 
La larva si sviluppa attraverso 15 mute, fino a divenire un individuo adulto dopo circa 8 
giorni, con corpo allungato (lungo circa 1 cm), con due occhi complessi, un apparato 
digerente lineare, antenne sensoriali e 11 paia di toracopodi funzionali.  
In condizioni normali Artemia va incontro ad una riproduzione ovovivipara e dalle uova 
fertilizzate presenti nell’ovaio si sviluppano direttamente nauplii liberamente natanti. In 
condizioni avverse (alta salinità o carenza di ossigeno) gli embrioni si sviluppano solo 
fino allo stadio di gastrula e a questo punto vengono circondati da un guscio spesso 
(secreto da apposite ghiandole uterine), entrano in uno stato di pausa metabolica o 
dormienza (diapausa) e vengono poi rilasciati dalla femmina (riproduzione ovipara). 
 
Ecologia e distribuzione: Popolazioni di Artemia si trovano in laghi salati e saline 
artificiali sparse in zone tropicali, subtropicali e temperate di tutto il mondo, sia lungo le 
coste che nell'entroterra. Anche se Artemia si sviluppa molto bene in acqua di mare, 
questi crostacei non sono in grado di migrare da un habitat salino ad un altro attraverso 
il mare, in quanto dipendono dai loro adattamenti fisiologici all’elevata salinità per 
evitare la predazione e la competizione con altri organismi filtratori. Gli adattamenti 
fisiologici ad elevata salinità forniscono una difesa molto efficace contro la predazione: 
1. sistema di osmoregolazione molto efficiente; 
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2. la capacità di sintetizzare pigmenti respiratori in grado di fronteggiare la bassa 
concentrazione di O2 presente in ambienti ipersalini; 
3. l’abilità di produrre cisti quando le condizioni ambientali minacciano la 
sopravvivenza della specie stessa. 
Pertanto Artemia si trova soltanto a salinità dove i suoi predatori non possono 
sopravvivere (> 70 g/l) e, come risultato di un estremo stress fisiologico, non sopravvive 
a salinità di 250 g/l o superiori. 
Popolazioni differenti si sono adattate ad ampie variazioni delle condizioni ambientali, 
sopravvivendo in un intervallo di temperatura da 6 a 35 °C. 
Gli individui di Artemia sono filtratori non selettivi che si nutrono di detrito organico, 
alghe microscopiche e microrganismi. I biotopi di Artemia mostrano tipicamente una 
struttura trofica  molto semplice e bassa diversità di specie, con assenza di predatori e 
competitori alimentari. 
Acquacoltura: L’utilizzo di nauplii di Artemia come alimento vivo nell’allevamento 
larvale di specie ittiche è stato uno dei passaggi fondamentali nello sviluppo 
dell’acquacoltura. Escludendo i rotiferi, Artemia ha completamente sostituito tutti gli 
altri organismi zooplanctonici che venivano utilizzati in precedenza come alimento 
vivo, tecnicamente più complessi da coltivare ed economicamente poco convenienti. Il 
reale vantaggio offerto da Artemia risiede nella sua capacità di produrre cisti, che danno 
l’opportunità di ottenere nauplii quando sono necessari, dopo un periodo di incubazione. 
Inoltre i nauplii sono una fonte alimentare eccellente per le forme ittiche larvali per via 






3.2 L’alimento vivo 
3.2.1 Le microalghe 
Il fitoplancton è alla base della catena alimentare in ambiente marino. Pertanto, le 
microalghe sono indispensabili come fonte di cibo nell’allevamento larvale di specie 
ittiche di interesse commerciale come le orate. Per di più, le microalghe vengono 
utilizzate per la crescita di rotiferi su larga scala, a loro volta alimento per le larve nelle 
prime fasi di sviluppo, anche se  l’utilizzo di microalghe per la crescita dei rotiferi, è 
stato largamente sostituito da diete artificiali e dal lievito (Saccaromyces cerevisae) 
nelle ultime fasi di coltura. Inoltre, le larve beneficiano indirettamente della presenza di 
alcune specie fitoplanctoniche (Nannochloropsis sp. e Chlorella sp.) all’interno delle 
vasche di allevamento nei loro primi giorni di sviluppo, in cui queste specie agiscono 
come stimolo immunologico e contribuiscono a migliorare la qualità dell’acqua, 
limitando la crescita batterica e riducendo la concentrazione di azoto e fosforo (green 
water technique). Non tutte le specie microalgali favoriscono efficacemente la crescita e 
la sopravvivenza dei filtratori, come i rotiferi, e specie idonee vengono selezionate sulla 
base del loro potenziale di crescita, la grandezza delle cellule, la digeribilità, e il valore 
nutrizionale che possono offrire. 
In questo centro, la produzione di microalghe viene utilizzata esclusivamente come 
alimento base per l’inoculo di nuovi ceppi di rotiferi destinati alla produzione intensiva, 
mentre all’interno delle vasche di allevamento vengono introdotte alghe liofilizzate 
(Sanolife® GWS – Green Water Substitution) che non mostrano alcuna differenza 
funzionale rispetto alle alghe vive, come affermato da Navarro et al. (1998), il quale 
dimostra che larve di Sparus aurata presentano normali tassi di accrescimento, sia nella 





3.2.1.1 Produzione algale 
Condizioni ambientali  
I parametri principali che regolano la crescita algale sono la quantità e qualità dei 
nutrienti, luce, pH, turbolenza, salinità e temperatura. I parametri ottimali, così come i 
limiti di tolleranza, sono specie specifici e una visione generale dei parametri è data 
dalla tabella sottostante (Tabella 3). I vari parametri sono interdipendenti e non è detto 
che fattori ottimali per determinate condizioni lo siano anche per altre. 
Tabella 3 – Parametri generali di produzione algale. 
 
Dinamica di crescita 
La crescita microalgale è caratterizzata da cinque fasi (Figura 14): 
 
1. Fase di latenza: durante la quale si verifica un piccolo aumento della densità 
algale, può essere molto breve se si inocula una coltura in fase esponenziale, il 
che riduce il tempo necessario per l’upscaling. Il ritardo nella crescita è 
attribuito all’adattamento fisiologico del metabolismo cellulare, come l'aumento 
dei livelli di enzimi e di metaboliti coinvolti nella divisione cellulare e nella 
fissazione del carbonio; 
2. Fase esponenziale: in cui il tasso di crescita della popolazione cresce in funzione 
del tempo ed è dipendente da nutrienti, temperatura e illuminazione disponibili; 
3. Fase calante del tasso di crescita: la divisione cellulare rallenta nel momento in 
cui nutrienti, luce, pH, anidride carbonica o altri fattori fisici e chimici iniziano a 
limitare la crescita; 
4. Fase lineare o stazionaria: il tasso di crescita della popolazione è molto 
rallentato o azzerato e la concentrazione algale raggiunge un valore elevato; 
Parametri Range di accettabilità Range ottimale 
Temperatura (°C) 16-27 18-24 
Salinità (g/l) 12-40 20-24 
Intensità luminosa (lux) 1.000-10.000 2.500-5.000 
Fotoperiodo (luce:buio, ore)  16:8 min 
24:0 max 
pH 7-9 8.2-8.7 
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5. Fase decrescente: le cellule tendono a morire, essendo sospesa sia la fase di 
divisione sia la fase metabolica. Coincide in genere con eccessiva 
concentrazione algale, esaurimento di nutrienti o con l’instaurarsi di condizioni 
avverse alla crescita. 
 
 
La chiave per una produzione algale ottimale sta nel mantenere tutte le colture nella fase 
di crescita esponenziale, poiché il valore nutrizionale delle alghe prodotte è inferiore 
una volta che la coltura supera la terza fase, a causa della ridotta digeribilità, carenza 
nella composizione, ed eventuale produzione di metaboliti tossici. 
3.2.1.2 Valore nutrizionale  
Il valore nutrizionale delle microalghe dipende dalle loro dimensioni cellulari, dalla 
digeribilità, dalla produzione di composti tossici e dalla composizione chimica. Sebbene 
ci siano numerose differenze nella composizione di specie differenti, le proteine 
rappresentano sempre il maggior costituente organico (12-35% del peso secco), seguito 
solitamente dai lipidi (7-23%) e successivamente dai carboidrati (4-23%). Ma le 
microalghe possono anche essere considerate una fonte consistente di acido ascorbico 
(∼2% del peso secco). Il contenuto di acidi grassi altamente insaturi (HUFA), in 
particolare l’acido eicosapantenoico (n-3, EPA), l’acido docosaesaenoico (n-3, DHA), 
l’acido arachidonico (n-6, ARA), è di maggior importanza nella valutazione della 
composizione nutrizionale di una specie algale usata nell’alimentazione di organismi 
marini (Brown et al., 1997). 
3.2.1.3 Utilizzo in acquacoltura 
Le microalghe vengono utilizzate nella produzione di rotiferi, con la funzione di 
trasferire i nutrienti essenziali dalle alghe stesse all’alimento vivo, oppure vengono 
immesse direttamente nelle vasche di allevamento, seguendo la green water technique, 
Figura 14 – Le cinque fasi della crescita microalgale  
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dove svolgono la funzione di alimento sia per i rotiferi sia per le larve stesse e 
migliorano diversi parametri ambientali e quindi la crescita larvale. I costi di produzione 
elevati, i rischi di contaminazione e le variazioni dei valori nutrizionali delle alghe, 
hanno portato a vie alternative alla produzione algale su larga scala, preferendo 
l’utilizzo di diete artificiali nella produzione di rotiferi e l’utilizzo di alghe liofilizzate 
nella green water technique. 
 
Utilizzo di GWS nell’allevamento larvale 
Diversi autori hanno dimostrato gli effetti benefici delle microalghe nell’ambito 
dell’allevamento larvale sia sulla qualità dell’acqua che sullo sviluppo dei giovanili. Le 
microalghe, presenti in Sanolife® GWS, incidono notevolmente e positivamente sulla 
presenza di microrganismi in vasca (Nicolàs et al. 1998, Tendencia et al. 2003), 
rappresentano un buon substrato su cui le larve possono nutrirsi direttamente anche se il 
loro contributo energetico è probabilmente di poca importanza e non contribuisce alla 
crescita larvale, ma potrebbe regolare l’assunzione di nutrienti essenziali come gli 
aminoacidi liberi (FAA) (Fyhn, 1989) oppure potrebbe dare inizio a processi fisiologici, 
come la sintesi enzimatica (Hjelmeland et al., 1988). Anche i rotiferi utilizzano le 
microalghe come fonte alimentare, infatti questi dopo un giorno di digiuno perdono 
circa il 20% delle calorie per milligrammo di peso umido (Szyper, 1989), contribuendo 
al mantenimento dei valori nutrizionali raggiunti dopo l’arricchimento. Infine il GWS 
svolge un ruolo fondamentale nel comportamento predatorio delle larve (Naas et al., 
1992) poiché, aiutando la diffusione della luce in vasca, rende più efficiente la ricerca e 
la cattura di prede vive da parte delle larve, ne evita lo stress ed il nuoto erratico. 
Uno studio effettuato da De Wolf et al. (2009) ha dato ottimi risultati su tutte le 
caratteristiche esaminate ed ha prodotto avannotti di orata di qualità superiore rispetto a 
quelli allevati con alghe  vive (Tabella 4). 
 Tabella 4 – Parametri generali che hanno mostrato performance migliori nell’utilizzo di GWS  
rispetto all’utilizzo di alghe di controllo. 
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3.2.2 Allevamento dei rotiferi 
3.2.2.1 Coltura di ceppi di rotiferi 
Colture di piccoli ceppi vengono effettuate in fiale chiuse in un incubatoio (termostatato 
a ∼22 °C) per evitare la contaminazione di batteri e/o ciliati. Prima di iniziare il ciclo 
produttivo, la vetreria necessaria per l’inoculo viene sterilizzata con ipoclorito di sodio 
(NaOCl) e con calore secco in stufa a 140 °C per 180 minuti. 
I rotiferi possono riprodursi sessualmente (riproduzione mittica) ed asessualmente 
(riproduzione amittica), tramite partenogenesi, a seconda delle condizioni ambientali in 
cui vivono. Negli impianti di allevamento larvale, sono le femmine amittiche a garantire 
il grande numero di organismi richiesti come alimento per le larve. Questi ceppi hanno 
il compito di generare numerose popolazioni di rotiferi il più velocemente possibile, e 
vengono generalmente fatti crescere su microalghe (Nannochloropsis sp. o Chlorella 
sp.). Queste alghe sono ottenute da un precedente inoculo in acqua di mare sterilizzata a 
cui sono stati aggiunti nutrienti. Dopo 4-6 giorni, la coltura può essere utilizzata per 
inoculare i rotiferi, se priva di ciliati e altri contaminanti, o flocculi che creano grandi 
ammassi su cui si insediano i rotiferi. L’inoculo avviene in provette di 50 ml, ad una 
densità iniziale di 2-5 rotiferi/ml, e per ogni ceppo si effettuano 3-4 repliche. Dopo una 
settimana, la densità dei rotiferi dovrebbe essere aumentata da 2 a 200 rot./ml (Figura 
15); a questo punto, una piccola frazione viene utilizzata per il mantenimento del ceppo 
mentre la restante viene impiegata per l’upscaling in beute da 100 ml. 
L’upscaling successivo dei rotiferi avviene in beute da 250 ml, fino ad arrivare a palloni 
di 10 litri, sottoposti ad un’intensità luminosa di 2000 lux. A questo punto la 
popolazione dovrebbe aver raggiunto una concentrazione di 2-3 milioni di rotiferi. 
Queste colture possono essere utilizzate per avviare l’inoculo delle colture per la 
Figura 15 - Fig. 15 - Tasso di crescita dei 
rotiferi in provette (centrifuge tubes) e 
durante l'upscaling in beute (erlenmeyers) 
(Fonte: FAO Manual, 1996) 
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produzione di massa. Questa procedura viene ripetuta continuamente e fornisce 
costantemente rotiferi di alta qualità. 
 
3.2.2.2 Produzione di massa  
Indubbiamente, le microalghe sono una buona dieta naturale per i rotiferi da cui è 
possibile ottenere rendimenti molto alti, ma esistono diverse restrizioni per seguire 
questo tipo di regime alimentare, come costi di incubazione piuttosto alti, un’elevata 
richiesta di alghe da parte dei rotiferi e una gestione adeguata per i loro sistemi di 
produzione.  
La coltivazione di rotiferi in lotti con diete artificiali, come RoBoost Selco® (Rotifer 
Booster), è probabilmente il metodo più comune e più affidabile di produzione in 
allevamenti ittici marini che richiedono elevate quantità di rotiferi su base giornaliera. 
Utilizzando periodi di coltura brevi (tre giorni al massimo) è possibile ottenere una resa 
costante ed elevata, grazie ad una produzione ben controllata che permette di 
intraprendere azioni correttive in tempi brevi quando ad esempio una vasca di coltura si 
arresta a causa di fioriture batteriche impreviste o contaminazioni. 
 
Parametri generali di coltura: I rotiferi sono in grado di tollerare una vasta gamma di 
condizioni ambientali, ciò nonostante si ottiene un tasso di crescita ottimale e 
rendimenti maggiori solo in determinate condizioni: 
• Ossigeno disciolto (OD): il corretto livello di ossigeno disciolto viene mantenuto 
dall’attività fotosintetica delle microalghe nelle prime fasi di coltura in ceppi. 
Nelle vasche invece, l’alimentazione giornaliera, quella di arricchimento, l’alta 
densità dei rotiferi ed i loro prodotti metabolici contribuiscono all’esaurimento 
dell’ossigeno. Perciò, per mantenere questi livelli nel range ottimale di 4-6 mg/l, 
è fondamentale l’utilizzo di sistemi di rilascio continuo di ossigeno (diffusori 
ceramici a micro bolle - ECD 200 di Enviro Ceramic) e di aerazione delle 
vasche, che non deve essere troppo elevata per evitare eventuali danni fisici agli 
organismi. 
• Salinità: sebbene questa specie possa resiste ad un ampio range di salinità (1-97 
ppt), il livello per ottenere una produzione ottimale è di 25-26 ppt. Tuttavia, 
utilizzandoli come alimento vivo per predatori allevati a salinità differenti (± 5 
ppt), i rotiferi devono essere acclimatati per evitare shock salini che possono 
inibire il nuoto o provocarne la morte. 
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• Temperatura: la temperatura dell’acqua all’interno delle vasche è tollerabile in 
un intervallo di 20-26 °C, fino ad un massimo di 30 °C, alla quale può esserci un 
aumento della contaminazione batterica. In generale, aumentando la temperatura 
aumenta anche l’attività riproduttiva, ma allevare rotiferi ad alte temperature 
comporta anche l’aumento dei costi di alimentazione. Infatti, ad alte 
temperature, gli organismi consumano le loro riserve di lipidi e carboidrati più 
velocemente. 
• pH: il pH viene considerato accettabile se compreso tra 5 e 9, ma la capacità 
tampone dell’acqua di mare lo mantiene in un intervallo più stretto. Anche se un 
pH più basso riduce la frazione di ammonio tossico all’interno della vasca, il 
range ottimale è compreso tra 7,5 e 8,5.  
• Ammonio (NH4+): il rapporto NH3 / NH4+ è influenzato dalla temperatura e dal 
pH dell'acqua. Livelli elevati di ammonio non sono tossici per i rotiferi, che 
presentano un range di tolleranza abbastanza ampio (6-35 mg/l), ma la 
riproduzione e la crescita sembrano essere più efficienti a concentrazioni più 
basse (Snell & Hoff, 1987). 
• Aerazione: un’adeguata turbolenza è indispensabile per mantenere l’alimento ed 
i rotiferi in sospensione all’interno della vasca. Il sistema di aerazione, 
posizionato a circa 15 cm dal fondo della vasca, evita la ri-sospensione del 
sedimento e consente un’efficiente circolazione dell’acqua. Le vasche utilizzate 
sono di forma cilindrica con fondo conico, per favorire la circolazione 
dell’acqua. 
• Ciliati: I protozoi Ciliati della sottoclasse Holotrichida e Hypotrichida, come 
Uronema sp. e Euplotes sp., non sono desiderati nelle colture intensive di rotiferi 
perché agiscono da competitori per gli alimenti. La comparsa di questi ciliati è 
generalmente causata da condizioni di allevamento subottimali, che porta ad una 
diminuzione dei rotiferi performanti e maggiori possibilità di concorrenza con 
essi. I ciliati producono scarti metabolici che aumentano i livelli di nitriti in 
acqua e causano la diminuzione del pH. Tuttavia, essi hanno un effetto positivo 
ripulendo le vasche di coltura da batteri e detriti. Un altro ciliato tipicamente 
presente nelle colture intensive di rotiferi è Vorticella, che deve i suoi effetti 
negativi al tipico comportamento colonizzatore. Infatti, questo ciliato si ancora 
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ai rotiferi e alle loro uova, grazie all’utilizzo di uno pseudopodio, inibendo la 
normale attività natatoria dei rotiferi.  
 
Strategia di coltura 
Per raggiungere un picco di produzione intorno ai 1,5-2 milioni di rotiferi/litro al giorno 
sono necessarie solamente quattro vasche da 1000 litri. Un’ulteriore vasca viene 
utilizzata per l’arricchimento. La coltura di ogni vasca dura tre giorni, così le vasche 





(g/milione di rot.) 
Inoculo 0 500 0.343 
 1 750 0.2857 
 2 900 0.2857 
Arricchimento 3 1200 0.2857 
Raccolto 4 1500  
                          Tabella 5 - Strategia di utilizzo in base all'età dei rotiferi coltivati 
 
Raccolta  
Dopo quattro giorni dall’inoculo, avviene la raccolta. A questo punto, i rotiferi, che si 
trovano in concentrazione di 1000-2000 rot./ml, vengono filtrati e risciacquati, grazie ad 
un doppio sistema di filtri (Fig. 16). Il filtro più interno presenta delle maglie di 250-300 
µm, per trattenere le particelle più grossolane, come residui di cibo e ciliati, che possono 
intasare il filtro a magliatura più fine. Il filtro più esterno, con maglie di 50 µm, 
consente di raccogliere l’intera popolazione di rotiferi, lasciando passare l’acqua. 
Entrambi i filtri sono posizionati all’interno di una tanica circolare ripiena d’acqua, al 
fine di evitare l’eccessivo aumento di pressione proveniente dall’acqua in uscita dalla 
vasca che schiaccerebbe i rotiferi contro i bordi del filtro. Un lieve gorgogliamento 
lungo il lato interno del filtro ne previene l’intasamento. A questo punto, i rotiferi 




Regime Alimentare: Il metodo di alimentazione 
utilizzato è una combinazione tra un alimento 
artificiale, che sostituisce completamente 
l’utilizzo di alghe, e lievito (Saccaromyces 
cerevisiae). RoBoost Selco® è un alimento 
artificiale per la coltura di rotiferi, progettato per 
essere utilizzato in combinazione con lievito, che 
attualmente risulta essere l’ingrediente più pulito 
e più economico per la coltura di rotiferi, viene 
utilizzato in tutto il mondo per la dimensione 
delle sue particelle (5-7 µm) e per l’elevato 
contenuto proteico. Le prime prove effettuate per sostituire l’alimentazione 
esclusivamente naturale dei rotiferi con lievito di birra sono stati caratterizzati da 
successo variabile e improvvisi collassi delle colture (Hirayama, 1987). La ragione di 
questi incidenti è stata spiegata dalla scarsa digeribilità del lievito, che richiede la 
presenza di batteri per la digestione. Inoltre, il lievito ha bisogno di essere integrato con 
acidi grassi essenziali e vitamine per soddisfare le esigenze nutrizionali delle larve. 
RoBoost è formulato con componenti algali di alta qualità ed il suo utilizzo porta ad una 
coltura molto pulita (assenza di flocculi o schiuma sulla superficie dell'acqua), e 
conseguentemente una concentrazione batterica più bassa che comporta performance 
migliori, come un tasso di crescita costante ed elevato, senza collassi inaspettati ed una 
resa maggiore: solo 1,1 g di RoBoost è necessario per produrre un milione di rotiferi 
contro 1,4 g di altri alimenti (Lind, 2014). Un ulteriore vantaggio si ottiene al termine 
della coltura, quando cioè i rotiferi presentano anche un potenziamento di tipo 
nutrizionale se sottoposti ad un regime alimentare con RoBoost (De Wolf et al., 2014). 
 RoBoost + EDS Std + EDS 
n-3 HUFA (mg/g DW) 43,5 33,8 
Protein (% on DW) 50,7 43,9 
Fat (% on DW) 22,3 20,3 
             Tabella 6 - Confronto nutrizionale tra l'arricchitore RoBoost Selco ed un arricchitore standard                                                                                                          
Figura 16 - Raccoglitore di rotiferi 
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L’effetto di questa alimentazione è stato valutato nell’allevamento delle larve di orata, 
in cui i pesci sono risultati più forti (hanno mostrato una maggior resistenza agli stress 
di salinità) e hanno mostrato il 25% in meno di deformità rispetto alla dieta standard. 
I rotiferi in fase di produzione di massa vengono alimentati tre volte al giorno, h 11:00, 
13:00, 17:00 con 100, 50 e 50 ppm rispettivamente di RoBoost Selco® e lievito, grazie 
all’utilizzo di distributori automatici.   
Arricchimento  
Il giorno antecedente alla raccolta dei rotiferi, destinati come alimento per le larve, 
questi vengono arricchiti con prodotti artificiali (EDS - Easy Dry Selco®), per 
soddisfare appieno le richieste nutrizionali dei pesci, processo che porta a performance 
migliori rispetto all’alimentazione con alghe e lievito (Léger et al. 1989). EDS migliora 
i valori nutrizionali dell’alimento vivo in sole 6 ore, essendo ricco in HUFA, acidi 
grassi omega-3 (DHA e EPA), proteine, vitamina C e altri elementi fondamentali, tra 
cui alcuni immunostimolanti ed un componente in grado di mantenere bassa la crescita 
microbica sia durante la fase di arricchimento che durante l'alimentazione delle larve, 
che porta ad avannotti di qualità superiore, migliorando il tasso di sopravvivenza e di 
crescita. Qui trascorrono un altro giorno, dove avviene la somministrazione 
dell’integratore in due dosi (ore 20:00 e 2:00) da 145 ppm, prima di essere raccolti (ore 
8:00) per divenire prede delle larve e, durante questo periodo, aumenta ulteriormente la 
loro concentrazione fino a circa 2 milioni rot./l. 
Il contenuto dei nutrienti all’interno dei rotiferi arricchiti decresce rapidamente se questi 
non vengono consumati dalle larve in tempi piuttosto brevi, raggiungendo il 60% dopo 
6 ore a 18°C. Per prevenire questa grave perdita in termini nutrizionali, i rotiferi 
arricchiti, che non vengono prontamente somministrati alle larve, vengono conservati 
per non più di 14 ore ad una temperatura compresa tra 5 e 10 °C, con un livello di 
ossigeno non inferiore a 4 ppm, e ad  una densità non superiore ai 3000 rot./ml. 
Monitoraggio  
Consiste in un controllo quantitativo e qualitativo dei rotiferi presenti nelle vasche, che 
avviene prelevando un campione di 1 ml dalla vasca ed osservandolo allo 
stereomicroscopio. I parametri quantitativi prevedono la conta del numero totale di 
rotiferi per millilitro, il numero totale di uova per millilitro e la fertilità, ottenuta come 
percentuale di uova sul numero totale di rotiferi. Per i parametri qualitativi si tiene conto 
della  stima del numero medio di uova per ogni individuo, dell’indice di sazietà (dato 
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dalla presenza di cibo nello stomaco, 0 se vuoto, + se mediamente pieno, ++ se pieno), 
della motilità (++ se attivi, + se lenti, 0 se assente), del tasso di filtrazione (l’attività 
della corona ciliata). Inoltre si controlla la presenza di schiuma sulla superficie delle 
vasche di coltura ed eventuali sedimenti lungo le pareti e sul fondo della vasca ed infine 
la presenza di altri microrganismi quali protozoi ciliati, batteri, funghi ecc. 
Tutte le informazioni ottenute dal monitoraggio vengono registrate accuratamente 
(esempio in Tabella 7). 
 
Tabella 7 - Esempio di tabella riassuntiva del monitoraggio delle colture di rotiferi. 
 
3.2.2.3 L’importanza dei rotiferi in acquacoltura 
L'efficacia nutrizionale di un organismo destinato come alimento vivo è in primo luogo 
determinata dalla sua digeribilità e disponibilità per le larve, e di conseguenza dalla sua 
dimensione e forma, che risultano essere un punto critico per organismi che presentano 
dimensioni boccali davvero ridotte ed ingeriscono le prede in un sol boccone, come le 
larve di orata. L’importanza dell’uso dei rotiferi risiede in molteplici aspetti, tra cui la 
loro natura planctonica, la tolleranza ad una vasta gamma di condizioni ambientali e 
l’elevato tasso di riproduzione (0,7 - 1,4 organismi al giorno per ogni femmina). Inoltre, 
le loro piccole dimensioni e la bassa velocità di nuoto fanno di loro una preda ideale per 
le larve di pesci che hanno appena riassorbito il loro sacco vitellino, ma non sono 
ancora in grado di ingerire i nauplii di Artemia, di dimensioni maggiori. Tuttavia, il 
maggiore potenziale derivante dalla coltura dei rotiferi è la possibilità di allevare questi 
animali a densità molto elevate (fino a 10.000 organismi/ml). Ad alte densità, gli 
animali si riproducono rapidamente e possono quindi contribuire alla formazione di 
grandi quantità di alimento vivo in un brevissimo periodo di tempo. Infine, la loro 
natura di animali filtratori facilita l'inserimento nei loro tessuti di nutrienti specifici ed 
essenziali per i predatori larvali. Il contenuto in acidi grassi essenziali, EPA (20:5 n-3) e 
DHA (22:6 n-3), è fondamentale poiché, rispetto alle specie d'acqua dolce, la maggior 
parte degli organismi marini non è in grado di biosintetizzare questi EFA. Data la 
Tank Vol Age Egg1 count1 Egg2 count2 Density Tot. Rot Egg-ratio Formula g BY g Rob BG Ciliates Activity
3 1000 3 29 277 21 289 1132 1132 9 1358 1127 228 4,4+F/B 3+
4 970 3 25 282 38 281 1126 1092 11 1311 1088 220 2+F/B 3+
1 1000 2 75 275 78 244 1038 1038 29 1246 1034 209 0,1+F 3+
7 1000 2 60 296 68 271 1134 1134 23 1361 1129 229 0,4+F/B 3+
5 1000 1 99 276 93 257 1066 1066 36 1279 1062 215 0,06 +F 3+
8 900 1 4 91 2 107 396 356 3 428 355 72
8 900 0 39 226 31 194 840 756 17 807 670 136 100
2 1000 0 6 173 5 157 660 660 3 692 574 116 100
6 1000 0 19 169 22 169 676 676 12 711 590 119 100
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mancanza di acidi grassi nei rotiferi, è necessario un incremento di n-3 HUFA tramite la 
dieta e l’arricchimento. 
 
3.2.3 Produzione di Artemia salina 
3.2.3.1  Produzione  
Tra gli alimenti vivi usati negli allevamenti larvali, i nauplii di Artemia salina 
costituiscono il prodotto alimentare più usato. Ogni anno, più di 2000 tonnellate di cisti 
di Artemia vengono commercializzate in tutto il mondo per ottenere nauplii di circa 400 
µm, destinati come alimento per le larve di diverse specie ittiche. In effetti, la 
caratteristica unica del piccolo crostaceo branchiopoda di formare embrioni dormienti, 
cosiddetti cisti, può spiegare ampiamente perché Artemia sia una fonte di cibo così 
ricercata.  Queste cisti sono disponibili tutto l'anno in grandi quantità lungo le coste di 
laghi ipersalini, in lagune costiere e saline sparse in tutto il mondo. Dopo la raccolta e la 
lavorazione, le cisti rappresentano una tipologia di alimento vivo sempre pronto 
all’utilizzo, previa incubazione in determinate condizioni. Dopo circa 24 h di 
incubazione in acqua di mare, queste cisti rilasciano nauplii liberamente natanti che 
possono sopperire la richiesta larvale di alimento vivo, poiché il nauplio oltre ad essere 
lo stadio larvale più piccolo è anche il più ricco di sostanze nutritive derivanti dal 
vitello. Attualmente, Artemia viene prodotta e sfruttata nei cinque continenti; 
nonostante questo, una gran parte del mercato di cisti è ancora dipendente dal raccolto 
presso il Great Salt Lake (Utah, USA). Questa situazione rende il mercato ancora 
estremamente vulnerabile a causa di cambiamenti climatici e/o ecologici che possono 
colpire questo lago (Lavens & Sorgeloos, 2000), e il tutto si riflette in un aumento dei 
costi di Artemia. 
Esistono diversi tipologie di Artemia in commercio che differiscono per la dimensione 
dei nauplii, molto importante durante le prime fasi di alimentazione delle orate, per i 
valori nutrizionali e per la funzione che svolgono durante il periodo di 
somministrazione: 
• Artemia AF (Inve Aquaculture, Belgium): le cisti producono nauplii di piccole 
dimensioni (∼195 x 450µm), con alti livelli di acidi grassi altamente insaturi (n-3 
HUFA), che consentono un passaggio precoce dall’alimentazione a base di 
rotiferi a quella a base di Artemia. 
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• Artemia EG (Inve Aquaculture, Belgium): dalla schiusa delle cisti si ottengono 
nauplii di maggiori dimensioni (∼270 x 540 µm), con bassi livelli di n-3 HUFA. 
Queste cisti sono più comuni e più economiche delle prime e vengono 
ampiamente utilizzate nelle ultime fasi dell’alimentazione larvale prima dello 
svezzamento, rappresentando il maggior carico di prede vive. Devono essere 
sottoposti ad arricchimento per aumentare il loro contenuto in acidi grassi. 
Per ottimizzare la produzione di nauplii si devono sincronizzare i cicli di produzione in 
un periodo di 24 ore, con la raccolta dei nuovi nauplii che deve coincidere con l’inoculo 
di un nuovo lotto di cisti. 
 
 
Decapsulazione delle cisti: I gusci delle cisti di Artemia, possono essere contaminati da 
batteri, spore, funghi o altri microrganismi. Perciò, se gusci non trattati, residui di 
questo o cisti non ancora schiuse venissero introdotti nelle vasche di allevamento 
larvale, organismi patogeni potrebbero essere trasferiti ai predatori tramite la catena 
alimentare. Vibrio sp. costituisce il principale rappresentante della flora batterica 
associata alle cisti di Artemia. La maggior parte dei vibrioni sono batteri opportunisti in 
grado di causare epidemie/mortalità nelle vasche di allevamento larvale, soprattutto 
quando gli individui allevati sono stressati o allevati in condizioni non ottimali, sia per 




quanto riguarda i crostacei (Raungpan & Kitao, 1991; Nithimathachoke et al., 1995), sia 
per i pesci, come nel caso di Sparus aurata (Colorni et al., 1981; Paperna, 1984; 
Balebona et al., 1998a). I vibrioni analizzati da Balebona et al. (1998b) hanno mostrato 
una grande capacità di aderire alla pelle, alle branchie ed alla mucosa intestinale delle 
orate, e V. alginolyticus è in grado di degradare questo strato intestinale ed altri tessuti 
grazie ai prodotti extracellulari del batterio.  
In presenza di alta densità di cisti ed alta temperatura di incubazione, la crescita 
batterica risulta consistente e porta a rendimenti considerabilmente minori. A tal 
proposito, le cisti devono andar incontro a decapsulazione, processo che offre diversi 
vantaggi (Bruggeman et al., 1980): 
− i gusci non vengono introdotti nelle vasche di allevamento, dove possono 
causare effetti deleteri ai predatori che li ingeriscono, poiché sono indigeribili e 
possono ostruire il tratto digerente; 
− i nauplii che schiudono da cisti decapsulate (dove è presente solo la cuticola 
embrionale) presentano un maggior contenuto energetico ed un peso maggiore, 
perché non utilizzano le proprie energie per il processo di decapsulazione; 
− disinfezione delle cisti;   
− le cisti decapsulate possono anche essere utilizzate direttamente come alimento 
per pesci e crostacei; 
− l’intensità luminosa necessaria per la schiusa di cisti decapsulate è inferiore. 
Per effettuare la decapsulazione, bisogna innanzitutto procedere con l’idratazione delle 
cisti, poiché la rimozione completa del guscio avviene efficacemente solo quando la 
cisti è sferica, quindi idratata.  
Attualmente, il processo di decapsulazione avviene al momento della raccolta e prevede 
l’utilizzo della tecnologia SEP-Art (by Inve Aquaculture, Belgium) che permette di 
separare i gusci dagli organismi appena schiusi, senza sottoporli a stress fisici o chimici.  
Grazie a questa tecnologia innovativa, i gusci vengono rivestiti con un materiale ferro-
magnetico e vengono quindi eliminati passivamente da grandi magneti (Cyst Separator 
e CystTM – by Inve, Belgium, Figura 18).  Questo processo rende la raccolta dei nauplii 
più semplice ed immediata, garantendo un raccolto privo di materiale di scarto e ricco di 
nauplii pronti per essere arricchiti (Artemia EG) o per diventare prede (Artemia AF), 
producendo una biomassa di qualità superiore rispetto ai metodi convenzionali. Questa 
condizione si riflette non solo dalla sopravvivenza assoluta dei nauplii durante il 
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successivo processo di arricchimento ma soprattutto dal notevole miglioramento dei 





Parametri generali di coltura 
Lavens e Sorgeloos (1996) hanno proposto diversi parametri che devono essere presi in 
considerazione per ottenere la schiusa di elevate quantità di cisti (Kg) con grandi 
percentuali di resa. Risulta sicuramente più efficiente lavorare in condizioni standard (in 
locali climatizzati o grazie all’utilizzo di termostati) per consentire la massima 
produzione possibile di instar I, dopo il periodo di incubazione. I risultati migliori sono 
stati ottenuti in vasche cilindriche con fondo conico, con aerazione proveniente dal 
basso, in modo da prevenire la formazione di “zone morte” dove i nauplii e le cisti si 
accumulano soffrendo la carenza di ossigeno. 
• Aerazione: L’intensità di aerazione deve essere sufficiente da mantenere il 
livello di O2  al di sopra di 5 mg/l. Il tasso d’aerazione ottimale dipende dal 
volume della vasca e dalla densità delle cisti incubate. 
• Temperatura: La temperatura dell’acqua deve essere mantenuta in un intervallo 
compreso tra 25 e 28 °C; al di sotto di 25 °C le cisti schiudono molto lentamente 
e al di sopra dei 33 °C il loro metabolismo si interrompe irreversibilmente. 
• Salinità: Il livello di salinità dell’acqua al momento dell’incubazione influisce 
sulla schiusa delle cisti in dipendenza del loro livello di idratazione. Sopra la 
soglia di circa 85-90 g/l, le cisti non sono in grado di assumere abbastanza acqua 
dal mezzo, non garantendo una pressione osmotica sufficiente per il processo di 
Figura 18 - Tecnologia Sep-Art: Cyst Separator (a sinistra) utilizzato per separare le cisti dai nauplii, 
prodotti in piccoli volumi, come nel caso di Artemia AF, grazie ai magneti presenti all’interno del 
tubo; CystTM (a destra) utilizzato per i grandi volumi, come per Artemia EG, grazie alle 15 strutture 
magnetiche posizionate ai bordi della vasca.   
60 
 
schiusa. La maggior velocità di schiusa viene raggiunta a livelli di salinità molto 
bassi (5 g/l), sebbene il range ottimale sia compreso tra 5 e 35 g/l. Inoltre, 
incubando le cisti a salinità minore si ottengono nauplii energeticamente 
superiori. 
• pH: Il pH all’interno delle vasche deve rimanere costantemente al di sopra di 8 
durante il processo di schiusa, per far si che gli enzimi responsabili della schiusa 
agiscano in maniera efficiente. Se necessario, è possibile aumentare la capacità 
tampone dell’acqua aggiungendo 1g/l di NaHCO3. Un aumento della capacità 
tampone è richiesto anche quando le cisti vengono incubate a densità elevate 
poiché producono alte concentrazioni di CO2. 
• Intensità luminosa: una forte illuminazione (circa 2000 lux sulla superficie 
dell’acqua) è fondamentale almeno durante le prime ore successive 
all’idratazione delle cisti, per favorire lo sviluppo embrionale. 
• Densità delle cisti: la densità è un fattore importante perché può interferire con 
gli altri parametri abiotici essenziali per il processo di schiusa, come pH, 
ossigeno ed illuminazione. Le cisti devono essere incubate a densità minori 
all’aumentare del volume delle vasche di incubazione, fino ad un minimo di 2 
g/l, in modo da minimizzare gli stress meccanici nei confronti dei nauplii e 
garantire condizioni ambientali subottimali.  
Tutti questi fattori influenzano il tasso di schiusa e la massima resa, e quindi, il costo di 
produzione dei nauplii. E’ importante selezionare cisti che presentano una schiusa 
sincrona (meno di 7 ore tra il primo e l’ultimo nauplio schiuso) e un’elevata efficienza 
(più di 200.000 nauplii per ogni grammo prodotto).  
A causa dell’elevata temperatura dell’acqua durante l’incubazione delle cisti, i nauplii 
instar-I si sviluppano nel secondo stadio (instar-II) in 6-8 ore. Gli Instar II sono circa il 
50% più lunghi e nuotano più velocemente dei nauplii instar-I, di conseguenza sono 
meno accettabili come preda. Inoltre, essi contengono quantità minori di aminoacidi 
liberi, rendendoli  meno digeribili, e il minor peso secco e contenuto energetico riduce 
la quantità di energia introdotta dalle larve tramite la predazione (Léger et al., 1986). 
Questo si rifletterebbe in un accrescimento larvale ridotto di fronte ad un aumento del 
consumo di cisti di Artemia. 
La conservazione dei nauplii a temperature vicine 4 °C, in densità fino a otto 
milioni/litro, per un massimo di 24 ore (Léger et al., 1983) riduce di gran lunga il loro 
tasso metabolico, con un riduzione di solo 2,5% in peso secco individuale contro il 30% 
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a 25 °C. Questa conservazione a basse temperature aiuta ad economizzare il processo di 
coltura e permette di avere sempre a disposizione nauplii di ottima qualità, consentendo 
somministrazioni più frequenti. Questi fattori sono benefici anche per le larve perché 
viene ridotto il tasso di ritenzione e lo sviluppo di Artemia nelle vasche di allevamento 
larvale viene minimizzato. 
 
Qualità e valutazione della schiusa:  
I criteri utilizzati per valutare la qualità della schiusa sono principalmente due: 
1) il tasso di schiusa, cioè il numero di nauplii ottenuti a partire da 100 cisti (un buon 
raccolto presenta un tasso di schiusa attorno al 90-95%); questo criterio non prende 
in considerazione le impurità e si riferisce esclusivamente alla capacità di schiusa 
delle cisti. Questo tasso si riferisce al periodo di tempo necessario per una schiusa 
completa dall’inizio dell’incubazione (idratazione delle cisti) fino alla schiusa, e 
prende in considerazione una serie di intervalli T0 = momento in cui appaiono i 
primi nauplii, T10 = tempo di incubazione necessario per far schiudere il 10% dei 
nauplii totali, ecc. (Figura 19); 
2) l’efficienza di schiusa, cioè il numero di nauplii prodotti per ogni grammo di cisti 
(cisti di ottima qualità producono circa 300.000 nauplii/g); questo criterio 
rispecchia: 
a) il tasso di schiusa; 
b) la presenza di altri componenti oltre alle cisti (gusci vuoti, sabbia, sale, acqua 
presente nelle cisti); 
c) il peso di ogni ciste. 
Figura 19 - Curve relative al tasso di schiusa di diversi lotti di 
cisti (Fonte: Lavens e Sorgeloos, 1996) 
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3.2.3.2 Valore nutrizionale 
L'efficacia di un organismo ad uso alimentare è in primo luogo determinata dalla sua 
digeribilità e, di conseguenza, dalla sua dimensione e forma. La dimensione dei nauplii 
di Artemia varia notevolmente in dipendenza dell’area geografica da dove provengono 
(Léger et al., 1986) e anche lotti di una stessa aerea geografica possono presentare 
caratteristiche fisiche e nutrizionali differenti (Léger et al., 1985). Le caratteristiche 
descritte in questo testo si riferiscono ad Artemia raccolta presso il Great Salt Lake. 
 
HUFA 
Il principale fattore responsabile delle differenze nutrizionali di Artemia è da ricercare 
nel contenuto in acido eicosapantenoico, 20:5 n-3 (EPA) (Léger et al., 1987a), a causa 
delle fluttuazioni nella composizione biochimica dei produttori primari disponibili per 
la popolazione adulta, per questo negli anni ’80 si sono sviluppate una serie di 
procedure di arricchimento atte ad aumentare il contenuto in EPA dei nauplii, grazie 
all’utilizzo di microalghe o di prodotti artificiali di arricchimento (Léger et al., 1986). 
Tra la fine degli anni’80 e gli inizi degli anni ’90, è stata invece posta molta attenzione 
sul contenuto in DHA, responsabile nel migliorare la qualità delle larve e la loro crescita 
(Lisac et al., 1986). L’importanza del DHA, in particolare la richiesta di un corretto 
apporto DHA/EPA (2:1) è risultato fondamentale per migliorare la crescita, la resistenza 
agli stress e la pigmentazione (Mourente et al., 1993; Reitan et al., 1994; Lavens et al., 
1995). 
Come affermato da Koven et al. (2001b), non solo gli HUFA n-3 sono fattori importanti 
all’interno di Artemia, ma anche l’acido arachidonico (ARA) (20:4 n-6) gioca un ruolo 
significante. ARA migliora la crescita larvale e la pigmentazione in diverse specie 
ittiche marine ed è un precursore nella sintesi degli eicosanoidi (Castell et al., 1994; 
Bessonart et al., 1999;). La richiesta di ARA sembra dipendere dalla specie e dallo stato 
larvale del pesce ed agisce a seconda della concentrazione di DHA presente (Castell et 
al., 1994; Koven et al., 2001b). 
 
Vitamine  
La vitamina C (acido ascorbico, AA) viene generalmente considerata un componente 
essenziale nel regime alimentare per gli organismi di acquacoltura in diverse fasi di 
sviluppo e accrescimento. Diverse funzioni biologiche e fisiologiche migliorano in 
organismi con adeguati livelli di acido ascorbico nella loro dieta (Dabrowski, 1992). 
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L’acido ascorbico-2-solfato (AAS), una forma “stabilizzata” dell’acido ascorbico, è 
stata scoperta da Mead e Finamore (1969) all’interno di cisti dormienti di Artemia. Le 
forme “stabilizzate” sono solfati o fosfati del radicale dell'acido ascorbico, aventi 
caratteristiche chimico-fisiche di grande interesse per l'uso zootecnico in quanto 
particolarmente resistenti al calore, alla luce e all'ossidazione e quindi adatte ai processi 
industriali ed allo stoccaggio dei mangimi, con riduzione delle perdite dovute al 
leaching in quanto meno solubili. Le cisti di vari lotti differiscono notevolmente nel 
contenuto di AAS: 160-517 µg/g  di peso secco, espresso come AA (Dabrowski, 1991; 
Merchie et al., 1995). La quantità di AA presente nei naupli appena schiusi riflette la 
quantità di AAS di riserva presente nelle cisti e rappresenta una prova della conversione 
di AAS in AA durante il completamento dello sviluppo embrionale dei nauplii (Golub 
& Finamore, 1972; Dabrowski, 1991). Le differenze tra le popolazioni geografiche e tra 
le specie di Artemia e tra cisti provenienti da diversi anni possono influenzare in modo 
significativo il contenuto in AAS all’interno delle cisti, e quindi la concentrazione di 
AA nei nauplii, e, di conseguenza, il loro valore nutrizionale per le larve predatrici. 
3.2.3.3 Arricchimento 
HUFA: Per alimentare gli individui presenti nelle vasche di allevamento larvale si 
utilizzano entrambi i tipi di nauplii di Artemia salina (AF ed EG), a seconda dell’età 
delle larve all’interno delle vasche. Come accennato in precedenza, un fattore 
importante che influenza il valore nutrizionale di Artemia come fonte di cibo per gli 
organismi larvali marini è il contenuto di acidi grassi essenziali, EPA e DHA. Dato 
l’insufficiente contenuto in acidi grassi di Artemia, diverse ricerche sono state condotte 
con l’intento di aumentare la composizione lipidica di Artemia, somministrando diete di 
arricchimento ricche di HUFA. Così, poiché Artemia al momento della muta che lo 
porta allo stadio larvale di instar-II è un filtratore non selettivo, sono stati sviluppati dei 
metodi semplici per integrare i prodotti lipidici nei nauplii prima di offrire loro come 
preda per le larve. Questo metodo, che prende il nome di bioencapsulation o 
arricchimento, è usato ampiamente per aumentare il valore nutrizionale di Artemia. 
Ricercatori inglesi, giapponesi, e belgi ha sviluppato prodotti e procedure di 
arricchimento utilizzando microalghe selezionate, prodotti micro-incapsulati, lievito, 





livelli di arricchimento più elevati sono stati raggiunti con composti emulsionati, come 
S.presso Selco® (by Inve, Belgium). L’arricchimento Selco®  è un composto di oli  
marini selezionati, vitamine e carotenoidi e al momento della diluizione in acqua di 
mare, si formano micro-globuli stabili finemente dispersi, che vengono facilmente 
ingeriti da Artemia. Per arricchire i nauplii appena schiusi, questi vengono trasferiti in 
una vasca di arricchimento ad una densità di 100 nauplii/ml (per periodi di 
arricchimento che possono superare le 24 h) fino a 300 nauplii/ml (per un periodo di 
arricchimento di 24 h al massimo); il terreno di arricchimento è costituito da acqua di 
mare disinfettata e mantenuta a 25 °C. L'emulsione di arricchimento viene normalmente 
aggiunta in dosi consecutive di 500 ppm ogni 12 h con una forte aerazione, in modo da 
mantenere i livelli di ossigeno disciolto sopra i 4 mg/l. I nauplii arricchiti vengono 
raccolti dopo 24 h (talvolta dopo 48 h), sciacquati accuratamente e conservati a 
temperature inferiori a 10 °C per garantire che gli HUFA non vengano metabolizzati 
durante la conservazione. Con questa tecnica si ottengono alti livelli di arricchimento: 
50-60 mg di HUFA n-3 per ogni grammo di peso secco. I nauplii dovrebbero essere 
trasferiti o esposti al mezzo di arricchimento appena possibile precedentemente alla 
prima alimentazione, in modo da avviare l'alimentazione immediatamente dopo 
l'apertura del tratto alimentare (instar-II), infatti i migliori risultati di arricchimento sono 
stati ottenuti iniziando la somministrazione dell’integratore all’inizio della muta nella 
seconda fase larvale (Moretti et al. 1999). 
L'arricchimento di Artemia con DHA è difficoltoso a causa del catabolismo di questo 
acido grasso, così l’arricchimento conseguente crea bassi rapporti DHA/EPA. La 
capacità di alcuni ceppi di Artemia di raggiungere elevate concentrazioni di DHA 
durante l'arricchimento (Dhert et al., 1993) e di mantenerle durante la successiva fase di 
Figura 20 - Rappresentazione grafica sull'importanza di Artemia come vettore di diversi elementi 
fondamentali (Fonte: Lavens e Sorgeloos, 1996) 
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digiuno (Evjemo et al., 1997) offre nuove prospettive per fornire maggiori quantità di 
DHA nella dieta e rapporti DHA/EPA più elevati nelle larve dei pesci. Come 
conseguenza del prezzo elevato e del basso valore in DHA di Artemia, sta diventando 
sempre più comune uno svezzamento precoce in combinazione con una alimentazione a 
base di rotiferi più prolungata.  
Durante l’arricchimento vengono introdotti nelle vasche anche 600 ppm di ACE 
Sanocare® (INVE Aquaculture), prodotto composto esclusivamente da composti 
vegetali con grandi capacità antibatteriche ed in grado di regolare il livello di pH. Una 
volta completato il processo di arricchimento, i nauplii vengono raccolti e conservati a 
basse temperature (∼10 °C), così da non perdere il valore nutrizionale ed essere sempre 
disponibili per l’immissione nelle vasche di allevamento larvale. 
 
Vitamine: Diversi studi si sono posti l’obiettivo di integrare maggiori concentrazioni di 
acido ascorbico (vitamina C) nei nauplii di Artemia in una forma stabile e 
biodisponibile. Applicando una procedura standard di arricchimento (Léger et al., 
1987b) ed emulsioni concentrate sperimentali, contenenti 10-30% di palmitato di 
ascorbile (AP), può essere immesso nei naupli fino a 2,5 mg di AA libero per ogni 
grammo di peso secco (DW), entro 24 ore (Merchie et al., 1995). Questa concentrazione 
non diminuisce quando i nauplii vengono arricchiti per altre 24 ore in acqua di mare a 
28 o 4 °C. Come mostrato da Merchie et al. (1996), le larve trattate con Artemia 
arricchita con elevate concentrazioni di AA presentano una miglior pigmentazione, una 
miglior condizione fisiologica, rilevata grazie stress test di salinità, ma anche un tasso di 
mortalità  minore (40%) rispetto alle larve di controllo (50%), dopo infezione ad opera 
di Vibrio anguillarum. 
Alte concentrazioni di α-tocoferolo possono essere bioaccumulate e conservate nei 
nauplii di Artemia, rendendo questo sistema di somministrazione di alimento vivo utile 
per studiare le esigenze alimentari, nonché gli effetti antiossidanti della vitamina E (Huo 
et al., 1996). 
Il livello di vitamina A nell’arricchimento per i nauplii di Artemia potrebbe essere 
aumentato fino a 20 mg di vitamina A in 10 l di emulsione, poiché concentrazioni più 
elevate hanno portato problemi nel processo di sviluppo delle larve ed un’elevata 




3.3 Procedure utilizzate per lo studio 
L’impianto dove è stata eseguita questa sperimentazione (Maricoltura di Rosignano 
Solvay, (LI) – INVE Aquaculture Testing Center) è un’avannotteria deputata 
all’allevamento larvale e di giovanili di Sparus aurata e Dicentrarchus labrax, in cui si 
utilizza la tecnica di allevamento intensivo dotato di sistema di ricircolo dell’acqua, che 
comporta, oltre all’uso di una quantità inferiore d’acqua, una maggior economia termica 
quando si usa acqua riscaldata, che viene mantenuta intorno ai livelli ottimali per la 
produzione della specie allevata. Questo impianto funziona da centro di 
sperimentazione della Inve Aquaculture, grande azienda belga deputata nella 
produzione di mangimi ed altri prodotti per l’acquacoltura.  
 
3.3.1 Selezione delle uova ed incubazione delle larve 
Le larve utilizzate in questo studio derivano da un lotto di circa 2 milioni di uova 
provenienti da riproduttori soggetti ad un foto-termoperiodo controllato, sottoposti a 
cicli di 16 ore di luce e 8 ore di buio e in un intervallo di temperatura compreso tra 15 e 
17 °C, grazie al quale sono in grado di sopperire alla richiesta di uova durante tutto 
l’anno e non solo durante la stagione riproduttiva naturale. 
Mentre le uova degenerate precipitano sul fondo delle vasche, grazie alla presenza di 
una goccia lipidica, le uova fecondate mostrano una elevata galleggiabilità, che 
permette di raccoglierle in apposite vasche, tramite un sistema a sfioro ed un flusso 
d’acqua non troppo vigoroso, per evitare che subiscano uno stress di tipo meccanico (la 
salinità viene mantenuta >35 ppt per garantire la galleggiabilità delle uova). Un 
attendibile controllo della qualità delle uova necessita di tre campioni di 25 ml prelevati 
dalle vasche di raccolta, con l’utilizzo di una pipetta, ed osservati allo streomicroscopio 
dopo essere stati posti su piastre Petri, che favoriscono un’unica stratificazione delle 
uova. 
Una volta ottenuti i tre campioni si controllano alcune caratteristiche delle uova: 
− assenza, o presenza limitata, di uova morte (opache, biancastre) o non 
fertilizzate (trasparenti ma senza divisione cellulare) all’interno del campione; 
− regolarità della forma e della taglia dell’uovo e del vitello (deve occupare la 
totalità del volume dell’uovo, senza spazio perivitellino); 
− devono essere traslucide; 
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− goccia lipidica unica e delle dovute proporzioni (230-240 µm); 
− assenza di parassiti o microrganismi associati alla superficie del corion; 
In questa fase è possibile quindi effettuare una stima delle uova irregolari o degenerate 
che, se incubate, porteranno ad un aborto od alla schiusa di larve anormali. Solitamente 
le uova irregolari sono al di sotto del 10%, se invece le uova raccolte risultano irregolari 
per più del 20% non vengono raccolte. Parallelamente al controllo della qualità si 
effettua la conta per avere una stima del numero di uova fertilizzate presenti (Tabella 8). 
 
Tabella 8 – Tabella riassuntiva del numero di uova prodotte e relativo tasso di fertilità e schiusa. 
Una volta raccolte le uova fertilizzate, queste sono state incubate in apposite vasche 
(dette “schiuditoi”) dove, dopo circa due giorni, la schiusa ha portato alla luce circa 
900.000 larve.  
Prima di essere incubate nelle vasche di allevamento larvale, le larve appena schiuse 
vengono controllate per accertarsi delle loro condizioni. Viene quindi prelevato un 
campione di almeno 10/20 larve ed osservato allo stereomicroscopio, facendo 
attenzione alle loro dimensioni e alla loro forma generale, all’assenza di malformazioni 
e parassiti. Nei primissimi giorni di vita, le larve mostrano un comportamento tipico e la 
loro osservazione contribuisce nel valutare le loro condizioni vitali. Il movimento è una 
sorta di galleggiamento passivo con improvvisi movimenti corporei che non assumono 
una chiara direzione: affondano lentamente di testa per qualche secondo e poi nuotano 
verso l’alto per due o tre secondi. Le larve che presentano un tipo di mobilità differente 
(totalmente passivi o iperattivi) rivelano una bassa qualità e dovrebbero essere scartate. 
Un primo tipo di nuoto irregolare si sviluppa progressivamente verso movimenti più 
attivi e continui, in concomitanza con lo sviluppo degli organi visivi e digestivi. 
Una volta avvenuta la schiusa, le larve di Saprus aurata sono state trasferite in una 
apposita vasca da 6000 l (ad una concentrazione di circa 150 larve/litro) proseguendo il 
loro sviluppo fino a 18 giorni dopo la schiusa. La vasca è soggetta a regime controllato, 
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vengono cioè stabiliti dei parametri ambientali che devono essere rispettati per favorire 
un allevamento ottimale delle larve nelle prime fasi di sviluppo successive alla schiusa 
(Tabella 9). 
Temperatura dell’acqua 18-20°C 
Salinità 35-38 ppt 
Fotoperiodo 16h:8h (luce:buio) 
Intensità luminosa 1000-3000 lux 
Ossigeno Disciolto > 8 mg/l 
                                                    Tabella 9 - Parametri di allevamento larvale nel periodo  
                                               successivo alla schiusa. 
 
 
3.3.2 Disegno sperimentale 
Lo studio è stato effettuato su larve di Sparus aurata, aventi 18 dph (days post hatch) 
fino al momento dello svezzamento (56dph), sottoposte a quattro trattamenti in tre 
repliche, randomizzati in 12 vasche: 
1. Alimentazione standard (TR1): le larve vengono allevate secondo un protocollo 
standard e sono sottoposte ad un’alimentazione simultanea di prede vive 
(Brachionus plicatilis ed Artemia salina) ed alimento artificiale sperimentale 
(LFR52), fino allo svezzamento, quando non assumono più alimento vivo 
(Appendice I); 
2. Sostituzione totale di Artemia (TR2): il regime alimentare delle larve prevede 
solamente la somministrazione di rotiferi e di alimento inerte sperimentale 
(LFR52), che va a sostituire completamente la somministrazione di Artemia 
(Appendice II); 
3. Sostituzione parziale (TR3): la quantità di Artemia somministrata rappresenta il 
5% dell’alimento totale. L’alimentazione simultanea di Artemia e alimento 
artificiale avviene fino a 33dph, successivamente viene introdotto in vasca solo 
LFR52 (Appendice III); 
4. Sostituzione parziale (TR4): anche questo trattamento prevede che la 
somministrazione di Artemia sia il 5% dell’alimento totale. Qui però 
l’alimentazione simultanea con alimento artificiale avviene da 28 a 37dph 
(Appendice IV).  
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3.3.3 Parametri di allevamento 
I parametri ambientali vengono mantenuti più o meno simili a quelli della vasca di 
incubazione anche nelle vasche sperimentali e seguono quelli prestabiliti e forniti dai 
protocolli dei quattro trattamenti (Appendice). Le vasche, con capacità di 1000 l, sono 
in vetroresina, di forma cilindrica con fondo conico e pareti interne nere (Naas et al., 
1996), dotate di un filtro in uscita con magliatura di 500 µm, sistema di aerazione, 





Mantenere la temperatura dell’acqua in vasca ad un valore intorno ai 19 °C, permette di 
limitare eventuali anomalie nello sviluppo larvale, che possono portare ad esempio a 
malformazioni dell’opercolo, delle pinne dorsali e caudali, e a lordosi (Georgakopoulou 
et al. 2010), e ottenere un tasso di accrescimento ottimale (Polo et al., 1991). 
Probiotici 
Recentemente l’uso di antibiotici è stato vietato perché rappresentano un pericolo per 
l’ambiente e possono portare ad effetti cancerogeni in alcuni teleostei (Lunden et al. 
1998, Gatesoupe 1999), oltre che a diverse forme di resistenza agli antibiotici. Per 
questi motivi l’uso degli antibiotici viene limitato ed eliminato e viene direttamente 
introdotta in vasca una quantità tale di probionti da migliorare la qualità dell’acqua, 
andando a contrastare l’eventuale presenza virale o batterica (Moriarty, 1998), evitare 
malattie e migliorare la colonizzazione della micloflora intestinale. 5 g/1000 l al giorno 
di MIC-F by Sanolife®, contenente 1010 spore per grammo di tre ceppi di Bacillus 
Figura 21 – Vasca di allevamento larvale da 1000L. Si può 
notare il colore dell’acqua, dato dal green water effect, il 
filtro e lo skimmer superficiale.   
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(Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis e Bacillus pumilus), sono state immesse in 
vasca dal giorno 2 fino al giorno 30 successivo alla schiusa. Diversi studi dimostrano 
come i probionti posseggano effetti positivi nella risposta immunostimolatoria sistemica 
e localizzata (Salinas et al. 2008), nell’incrementare la crescita e migliorare l’attività 
degli enzimi digestivi e pancreatici (Suzer et al. 2008), anche in specie differenti (Yan-
Bo Wang, 2007), migliorare la resistenza a stress osmotici (Corteel et al. 2012). I 
probiotici vengono solitamente definiti come integratori alimentari microbici vivi, che 
vengono somministrati in modo da entrare nel tratto gastrointestinale mantenendosi 
vitali; questo influisce beneficamente sull'animale ospite migliorando il suo equilibrio 
microbico intestinale e quindi la sua salute (Gatesoupe 1999, 2007). I probiotici 
potrebbero quindi migliorare la flora intestinale delle larve di orata, l’attività degli 
enzimi pancreatici (tripsina e lipasi) ed intestinali (AP e leu-ala peptidasi), migliorando 
di conseguenza la digeribilità e l’assorbimento degli alimenti (Suzer et al. 2008). 
Green Water 
Microalghe liofilizzate (Sanolife GWS) vengono introdotte giornalmente all’interno 
delle vasche, nelle quantità indicate dal protocollo (vedi Appendice), fino al 
raggiungimento di 33 dph circa, seguendo la green water technique. A seconda dello 
stato fisico delle larve, questo periodo può essere o meno prolungato. Le microalghe 
svolgono un ruolo di estrema importanza nel comportamento predatorio delle larve 
(Naas et. al, 1992), aiutando la diffusione della luce in vasca e rendendo quindi più 
efficiente la ricerca e la cattura di prede vive da parte delle larve. Inoltre, siccome la 
presenza di rotiferi nelle vasche di coltura può portare ad una drastica diminuzione delle 
popolazione di microalghe, un rifornimento rapido e adeguato evita il collasso del 
sistema. 
Ricambio d’acqua 
Le larve di orata possono essere allevate in sistemi chiusi, aperti o semi-chiusi. In 
questo caso si utilizza un ricambio parziale, ponendo attenzione sul fatto che tassi di 
ricambio bassi possono influenzare il tempo di ritenzione delle prede all’interno delle 
vasche e possono verificarsi cambiamenti nella loro composizione biochimica prima di 
essere consumate dalle larve (Olsen et al., 1993; Reitan et al., 1993). Øie et al. (1997) 
ha sottolineato che i cambiamenti nella composizione biochimica dei rotiferi, che ci si 
attende possano avvenire nelle vasche di allevamento larvale, prima del consumo da 
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parte delle larve, possono essere più pronunciati di quanto non lo siano le differenze 
derivanti dal regime alimentare. Di conseguenza, nei sistemi aperti, ci sarà una 
progressiva diminuzione nel tempo della qualità delle prede. Questa perdita di qualità 
può essere parzialmente evitata riducendo il tempo di permanenza delle prede nelle 
vasche attraverso un'adeguata regolazione della densità di prede e del rapporto 
prede/larve. 
L’acqua (38 ppt di salinità) è stata prelevata dal tratto di mare antistante e, dopo aver 
subito un processo di sterilizzazione meccanica e fisica, immessa in un circuito semi-
chiuso che la conduce ad ogni vasca. E’ stato adottato inizialmente un ricambio d’acqua 
del 120% al giorno fino ad arrivare al 800% al giorno. L’acqua in uscita dalle vasche 
viene nuovamente filtrata e sterilizzata prima di essere resa disponibile per un nuovo 
ciclo, assieme ad un nuovo afflusso dall’esterno. 
Luce 
Uno dei parametri meno studiati e più importanti nell'allevamento larvale è l’intensità 
luminosa. La luce è di primaria importanza poiché la maggior parte delle larve di pesci 
marini sono visual feeders e, una volta esaurite le riserve alimentari presenti nel vitello, 
la mancanza di luce li porterebbe alla morte. Tuttavia, l'occhio larvale al momento della 
prima alimentazione è molto semplice, senza la capacità di distinguere tra intensità 
luminose differenti (Blaxter & Stains, 1970; De Miguel et al., 1997). Le larve devono 
essere allevate in un range ottimale che dipende dalla specie e dallo stadio di sviluppo 
(Boeuf & Le’Bail, 1999), che per Sparus aurata varia tra i 300 e i 600 lux, con 
ombreggiatura moderata all’interno delle vasche. Un livello di ombreggiatura del 40-
55% porta ad una crescita migliore e maggior ingestione di alimento (Buchet et al. 
1995). La luce ha inoltre una grande influenza sulla pigmentazione e possono apparire 
gravi anomalie dello sviluppo quando la luce è insufficiente (Bolla & Holmefjord, 
1988). Naas et al. (1996) hanno investigato quanto l’illuminazione applicata a vasche 
differenti si avvicini all’illuminazione naturale al momento della prima alimentazione 
da parte delle larve, dimostrando come vasche con pareti nere, ed in presenza del green 
water effect, mostrano benefici maggiori in termini di crescita, sopravvivenza e 
nutrizione. L’intensità luminosa sulla superficie dell’acqua delle vasche varia da 300 
lux, in presenza di larve aventi 18 giorni, fino a 500 lux, per larve di 56 giorni.  
Grazie all’utilizzo di  lampade regolate a tempo, si ottiene un fotoperiodo di 16 ore di 
luce ed 8 ore di buio, che migliora l’attività predatoria ed aumenta la crescita larvale 
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(Ginés et al. 2004).  Le lampade sono provviste di un sistema di accensione graduale per 
evitare cambiamenti improvvisi nell’intensità luminosa, che possono stressare i pesci, e 
raggiungono l’intensità desiderata in circa 10 minuti. 
Aerazione  
L’aerazione delle vasche consente alle larve e alle prede (rotiferi e Artemia) di restare in 
sospensione, mantenendo un’adeguata miscelazione della colonna d’acqua. Il 
gorgogliamento ha un flusso molto tenue durante le fasi di prima alimentazione e di 
formazione della vescica natatoria, per evitare di stressare le larve che in queste fasi 
sono molto sensibili. Infatti, un’eccessiva turbolenza può impedire l’attività predatoria e 
rendere più difficoltosa l’ingestione di aria dalla superficie dell’acqua, necessaria per 
attivare l’insufflazione della vescica natatoria. 
L’aeratore permette la creazione di un movimento circolatorio all’interno della vasca 
caratterizzato da velocità decrescenti dal centro verso i bordi della vasca. La presenza di 
una leggera corrente è considerata favorevole per le larve in quanto le obbliga a un 
nuoto attivo fin dal quarto giorno, favorendo un naturale ed armonico sviluppo 
dell’apparato muscolare e scheletrico. La presenza di differenti regimi idrodinamici 
favorisce nelle larve la scelta della velocità di corrente più appropriata per le diverse 
attività (fase trofica o di riposo) e le proprie capacità natatorie, ancora limitate per il 
processo di sviluppo in corso, evitando così la comparsa di anomalie scheletriche 
dovute a posture innaturali (come la lordosi, secondo Sfakianakis et al., 2006). 
Un erogatore d’aria viene posto anche all’interno del filtro formando un gorgogliamento 
in uscita dal filtro, per evitare che le larve, spinte verso l’apertura di uscita dal flusso 
dell’acqua, vengano schiacciate contro il filtro stesso. 
Ossigeno disciolto (OD) 
L’ossigeno è presente all’interno delle vasche grazie a diffusori dotati di pietre 
microporose e, in misura minore, grazie all’aerazione. Molto importante è il controllo 
giornaliero di routine dei livelli di OD all’interno delle vasche che deve risultare sempre 
maggiore a 8 mg/l. La diffusione dell’ossigeno può essere regolata in base alla 







Molti autori concordano che lo sviluppo iniziale della vescica natatoria si basa 
sull’ingestione d’aria dalla superficie dell'acqua. Qualsiasi ostacolo all'interfaccia 
aria/acqua che impedisce alle larve di ingerire aria è responsabile di un basso tasso di 
sviluppo della vescica natatoria. La presenza di uno strato oleoso, dato 
dall’arricchimento dei rotiferi o dalla composizione dell’alimento inerte, è considerato 
particolarmente pericoloso. A tal proposito, vengono utilizzati skimmer superficiali in 
grado di rimuovere lo strato oleoso ed altri scarti metabolici che si accumulano in 
superficie (Chatain & Ounais-Guschemann, 1990). 
 
Una volta stabilite le condizioni fisiche in cui deve avvenire la sperimentazione, le larve 
sono state trasportate e suddivise in 12 vasche (tre repliche per ognuno dei quattro 
trattamenti) da 1000 l ad una densità di circa 38 larve/litro. Allevare larve a densità 
elevata può essere rischioso per un possibile rapido deterioramento della qualità 
dell’acqua, ma è stato visto che non incide in termini di sopravvivenza e tasso di 
crescita delle larve (Baskerville-Bridges & Kling, 2000a), mentre potrebbe portare a 
gravi episodi di cannibalismo nel periodo di post-svezzamento (Hatziathanasiou et al., 
2002). 
 
3.3.4 Alimentazione  
L’alimentazione larvale è un elemento chiave per l’allevamento ittico marino e le prede 
vive, come i rotiferi e Artemia, sono considerate obbligatorie per una produzione di 
successo (Sorgeloos et al., 2001). Queste prede sono pensate per stimolare 
l'alimentazione delle larve, grazie alle loro dimensioni, al loro movimento e ad attrattivi 
chimici (principalmente aminoacidi liberi), sono più facilmente digeribili rispetto 
all’alimento inerte e contribuiscono al processo digestivo. Tuttavia, la grande richiesta 
di infrastrutture e di lavoro insieme a costi variabili ed al valore nutrizionale delle prede, 
illustra la necessità di sviluppare alimenti artificiali di sostituzione più adatti ed in grado 
di fornire una fonte affidabile e costante di nutrienti per le larve non ancora sviluppate 
(Baskerville-Bridges e Kling, 2000b).  
L’utilizzo contemporaneo di alimenti inerti e prede vive, consente un passaggio più 
rapido ed efficiente dall’alimento vivo a quello inerte, conducendo ad un periodo di 
svezzamento più breve. 
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Rotiferi Le larve iniziano il loro sviluppo dopo la schiusa nutrendosi esclusivamente 
delle riserve alimentari presenti nel sacco vitellino, fino al suo completo riassorbimento 
intorno a sei giorni (a seconda della temperatura dell’acqua). Al termine di questo 
periodo, avviene lo sviluppo degli occhi, ben riconoscibili grazie alla presenza di punti 
neri in corrispondenza delle orbite oculari, la bocca si è formata ed il tratto digestivo, 
seppur ancora primitivo, può iniziare ad assimilare cibo. Successivamente iniziano a 
vedersi i primi comportamenti di nuoto attivo e gli animali, che a questo punto  riescono 
a mantenere una posizione orizzontale, si alimentano per predazione grazie ai rotiferi 
provenienti da coltura parallela. E 'stato segnalato che l'utilizzo di rotiferi di piccole 
dimensioni (S-type) migliora significativamente le prestazioni alimentari delle larve di 
orata nelle fasi di sviluppo iniziali (Polo et al., 1992).  
La razione giornaliera di rotiferi prevede l’immissione in vasca di 15 milioni di rotiferi, 
fino a 24 giorni dopo la schiusa, e 10 milioni da 24 a 30 dph (vedi Appendice).  La 
razione giornaliera viene somministrata manualmente suddivisa in tre aliquote ad orari 
differenti (solitamente alle h 9.00, 12.00, 16.00), garantendo una concentrazione 
costante di prede che assicura una crescita migliore e maggior sopravvivenza (Parra & 
Yùfera, 2000). La quantità di rotiferi da immettere in vasca ogni volta dipende dalla 
stima della quantità di rotiferi presenti prima della somministrazione (tramite un 
campione di 1 ml), operazione preliminare necessaria per valutare il tasso di predazione 
esercitato dalle larve e per evitare che un numero troppo elevato di rotiferi rimangano in 
vasca perdendo il loro valore nutrizionale (Szyper, 1989).  
Artemia Artemia salina è stata introdotta, a partire da 19 giorni dopo la schiusa, nelle 
vasche sottoposte ai trattamenti 1 e 3, fino alla fine dello svezzamento e fino a 33 dph 
rispettivamente, nelle quantità previste dal protocollo (Appendice I, III); mentre nelle 
vasche del trattamento 4, è stata somministrata solo da 28 a 37 dph (Appendice IV). 
Inizialmente viene somministrata Artemia AF, di dimensioni minori, e successivamente 
Artemia EG, in concomitanza con la crescita e lo sviluppo delle larve. Come nel caso 
dei rotiferi, la razione giornaliera di Artemia viene suddivisa e somministrata 
manualmente in tre aliquote ad orari differenti (h 10:00, 13:00, 17:00), per evitare una 
concentrazione eccessiva all’interno delle vasche. Complessivamente, la quantità di 
Artemia introdotta nelle vasche di sostituzione parziale rappresenta il 5% rispetto alla 
quantità totale, mentre per il trattamento standard corrisponde a circa il 40% 
dell’alimento totale.  
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Alimento artificiale E’ stato utilizzato un alimento sperimentale (LFR52 Spray Dried, 
INVE Aquaculture), prodotto con la tecnica dell’atomizzazione (Gharsallaoui et al., 
2007). Questo alimento è stato prodotto in due granulometrie (100-200 µm e 200-400 
µm) per consentirne l’ingestione a larve di età differenti. In un primo momento viene 
somministrato l’alimento di 100-200 µm di diametro a tutti i trattamenti, fino a 35 dph 
per i trattamenti 1, 3 e 4, e fino a 44 dph per il trattamento 2. Mentre l’alimento di 
granulometria maggiore (200-400 µm) viene invece utilizzato a partire da 30 dph 
(trattamenti 1, 3, 4) e 31dph (trattamento 2). La quantità giornaliera immessa in ogni 
vasca, espressa in grammi, è indicata nel protocollo (Appendice) ed è somministrata 
manualmente in diverse aliquote (circa ogni mezz’ora) durante l’arco della giornata. 
Poiché l’alimento inerte tende a precipitare sul fondo della vasca, giornalmente si 
effettua un processo di pulizia tramite sifonatura, che previene il rischio di 
proliferazione batterica e permette di recuperare e contare gli organismi morti. Essendo 
meno appetibile rispetto ai rotiferi ed Artemia, l’alimento inerte viene somministrato 
simultaneamente all’alimento vivo, inizialmente in piccole quantità e poi in quantità 
sempre crescenti fino al completo svezzamento. La somministrazione contemporanea 
dei due tipi di alimenti favorisce una aumento del tasso di ingestione, assimilazione e 
digestione da parte delle larve. 
L’alimento sperimentale in questione è composto per il 95% da sostanza secca e per il 
4.8% da sostanza umida e la sua composizione è elencata nella tabella sottostante 
(Tabella 10). 
  
Protein Crude protein 45 % 
 
CP/DM 47.4 % 
Fat Crude Fat 21 % 
 
Crude ash 9.8 % 
 
Crude Fiber 1.1 % 
 
Starch 11 % 
 




22:6 n-3/ 20:5 n-3 (DHA/EPA) 1.8 
 
n-3 HUFA/ dry matter 0.3 




Per una visione schematica e dettagliata delle quantità di alimento introdotto in vasca e 
degli altri parametri di allevamento si rimanda ai protocolli presenti in Appendice. 
 
3.3.5 Parametri di valutazione 
Sopravvivenza 
Il tasso di sopravvivenza delle larve viene valutato in due fasi dello sviluppo larvale: 
durante la fase di svezzamento (da 18 a 56dph) e nella fase di post-svezzamento (da 56 
a 78dph).  
Durante il periodo di svezzamento, si stima: 
o il numero di larve di partenza,  
o la mortalità giornaliera all’interno delle vasche,  
o la sopravvivenza finale: dividendo la biomassa totale delle larve presenti nella 
vasca per il peso medio umido (WW) delle larve, durante la prima fase di 
selezione, ottenendo la stima del numero di larve presenti in vasca in quel 
momento.  
La prima informazione necessaria per valutare adeguatamente la sopravvivenza 
all’interno delle vasche è senz’altro stimare correttamente il numero di larve 
inizialmente presenti in ogni vasca. Le larve, dopo la schiusa hanno iniziato a 
svilupparsi in  un’unica vasca circolare da 6000 l, in condizioni di allevamento standard, 
fino al raggiungimento di 18 dph. A questo punto, è stato ridotto il volume della vasca e 
le larve, concentrate in un volume minore, sono 
state trasportate 30 l alla volta (in mastelle di 
PVC). Per realizzare una stima del numero di 
larve presenti nelle mastelle, sono stati 
prelevati 4 campioni da 1L per ciascuna 
mastella e ripartite nelle 12 vasche. Una volta 
completato questo processo, in ciascuna vasca 
erano presenti circa 36 larve/litro. La mortalità 
giornaliera è stata invece stimata contando gli 
individui morti aspirati a seguito del processo 
di sifonatura, che svolge quindi una duplice 
Figura 22 - Selezionatori manuali, con griglie 
fisse cilindriche, che non danneggiano i pesci, 
utilizzate per selezionare e suddividere le 
larve per taglia. 
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funzione, oltre a quella di pulizia della vasca dai residui organici e alimentari.  
Un altro indice che ci permette di valutare la sopravvivenza si ottiene al momento della 
prima selezione (56 dph). Pur provenendo dal medesimo lotto di uova, al momento 
dello svezzamento, gli individui sottoposti allo stesso trattamento mostrano comunque 
vistose differenze nell’accrescimento, perciò è importante selezionare e suddividere 
individui di taglia omogenea, grazie all’utilizzo di selezionatori manuali (Figura 22) con 
griglie fisse cilindriche di differenti larghezze (1,5-2-2,5 mm), poiché il comportamento 
aggressivo e le condizioni di affollamento in cui si ritrovano i pesci, possono portare 
facilmente a comportamenti di cannibalismo, con conseguente morte non naturale e 
quindi non riconducibile alle condizioni di allevamento sperimentali, oltre che a perdite 
di tipo economico. Prima di selezionare i pesci della stessa taglia, sono stati prelevati 
dei campioni da ogni vasca per ottenere una stima del peso umido medio delle larve 
presenti in vasca, grazie alla quale è stato possibile stimare il numero di larve presenti in 
vasca in quel momento, dividendo la biomassa totale della vasca per il peso umido 
medio. A seguito di questo processo, sono stati selezionati i pesci di taglia intermedia 
(compresi tra 1,5 e 2 mm di larghezza) per continuare l’allevamento post-svezzamento 
in una sola vasca per trattamento, per altri 21 giorni, poiché in questa fase risulta più 
semplice identificare eventuali deformità (Koumoundouros et al., 1997a). Al termine di 
questo periodo è stato stimato il numero di larve presenti in vasca utilizzando la 
medesima metodologia descritta per la fase di svezzamento e, calcolando la differenza 
tra il numero di larve inizialmente presenti in vasca e quelle presenti al termine del 
periodo di post-svezzamento, è stato possibile ottenere una stima della sopravvivenza 
per ogni trattamento. 
Controlli settimanali 
Settimanalmente, è stato monitorato lo stato di salute e di sviluppo delle larve, e sono 
stati stimati i pesi umidi (WW) e secchi (DW) individuali. Grazie all’impiego di uno 
stereomicroscopio è stato possibile effettuare biometrie su campioni di 20 larve, 
prelevate da ogni vasca, utilizzando un tubo di campionamento o retini don maglie di 
500 µm, e anestetizzate con benzocaina 0,2 g/l, in cui sono stati osservati diversi 
parametri relativi allo sviluppo larvale: 
1. la lunghezza standard (SL), cioè la lunghezza del pesce dall’apice del muso fino 
al peduncolo caudale, è stata misurata grazie ad un oculare micrometrico, 
fornendo importanti informazioni sull’accrescimento larvale; 
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2. lo stato della vescica natatoria (SB), il cui sviluppo parziale o assenza può 
portare a gravi anomalie scheletriche (Paperna, 1978; Chatain, 1994), problemi 
nel galleggiamento e quindi nell’alimentazione con conseguente accrescimento e 
sopravvivenza ridotte (Woolley & Qin, 2010);  
3. la presenza di calcoli nel sistema urinario (Figura 23 a,b), che è un segno di 
condizioni ambientali stressanti, ma non è direttamente correlabile con la morte 
delle larve (Modica et al., 1993; Nowak & Battaglene, 1996);  
 
4. il controllo dello sviluppo della pinna caudale si basa sul monitoraggio di due 
caratteristiche: la flessione (Figura 24), curvatura verso l’alto della parte 
terminale della notocorda che avviene solitamente intorno alla lunghezza totale 
(TL) di 7.5-8 mm (Koumoundouros et al., 1997b), ed il numero di raggi (PCR). I 
primi raggi dovrebbero essere visibili già al momento della flessione. Il corretto 
sviluppo della pinna caudale è molto importante perché fornisce all’animale la 
spinta propulsiva necessaria, garantendogli un miglior accrescimento generale;  
                  Figura 24 - Pre (a) e post-flessione (b) in larve di S.aurata 
5. l’assunzione di alimento inerte è ben identificabile (come proposto da Yufera et 
al., 1995), dato che gli organismi, nelle prime fasi di sviluppo, non presentano 
pigmentazione ed è quindi possibile analizzare il contenuto intestinale 
semplicemente tramite stereomicroscopio. L’ingestione dell’alimento è un 
fattore molto importante per comprendere quanto sia appetibile l’alimento 
sperimentale immesso in vasca ed è anche un indice di benessere degli 
organismi. Nel primo periodo di nutrizione un attento monitoraggio della 
popolazione è essenziale per stimare l’indice di replezione (percentuale di larve 





contenenti prede nello stomaco). Alla fine della prima settimana in una 
popolazione sana il 100% dei pesci esaminati dovrebbe presentare tracce di 
prede nell’apparato digerente. 
6. Una volta osservate le larve, i campioni di 20 larve sono stati pesati su una 
bilancia di precisione, ottenendo così il valore di peso fresco (WW) da cui si 
ricava il peso fresco individuale (IndWW), dividendolo per il numero di larve 
presenti nel campione. Per ottenere il valore di peso secco individuale (IndDW), 
trascorrono circa 24h a 60 °C in stufa.  
Tasso di accrescimento 
Sulla base dei pesi ottenuti è stato calcolato un coefficiente di crescita (DGC – Daily 
Growth Coefficiency, Kaushik, 1998) utilizzando l’equazione seguente: 
 
 =  
	




Resistenza a stress salini 
La resistenza agli stress è stata valutata sottoponendo le larve a stress di salinità a 40dph 
(presenza di un picco di somministrazione di  Artemia), 50dph (quasi alla fine dello 
svezzamento) , seguendo il metodo descritto da Dhert et al. (1992). Inizialmente è stato 
effettuato un pre-stress test per stabilire a quale salinità deve essere effettuato il test 
vero e proprio, questa scelta è estremamente importante poiché determina la durata (non 
inferiore a 60 minuti) e l’accuratezza del test. Il pre-stress test consiste nel prelevare un 
pesce per ogni vasca e, dopo averli sottoposti a 3 differenti salinità, si controlla la 
mortalità dopo 30 e 60 minuti per scegliere la salinità che ha provocato circa il 50% di 
mortalità nei campioni. Gli stress test sono stati effettuati ad una salinità di 64ppt (a 40 
dph) e 75ppt (a 50 dph). 
Dopo aver prelevato in modo casuale 10 larve per ogni vasca, i campioni sono stati 
sottoposti alle salinità stabilite durante il pre-stress test e la mortalità è stata monitorata 
ad intervalli di 5 minuti, per un’ora. L’indice di resistenza (CSI – Cumulative Stress 
Index) è la misura quantitativa della tolleranza ed è dato dalla sommatoria delle 
mortalità nei diversi momenti di controllo. Il CSI riflette la resistenza agli stress delle 
larve: più questo indice è elevato e più le larve sono stressate, quindi meno resistenti e 
più deboli, in generale di qualità minore (Dhert et al., 1992). Lo stress test ci da’ 




Nell’allevamento di orate, il momento della prima 
apparizione delle malformazioni non è stato tuttora 
chiarito, ma si ritiene essere al termine del periodo di 
svezzamento e/o durante la fase di post-svezzamento, 
ed è comunque dipendente dal tipo di deformità. Al 
fine di migliorare il rapporto costi-efficienza, un 
riconoscimento rapido all'inizio dello sviluppo di 
anomalie è della massima importanza. Di 
conseguenza, gli sforzi di ricerca si sono concentrati 
sullo screening biometrico delle larve per tali 
deformità (Koumoundouros et al. 1997a). E’ stata 
fatta un’analisi quantitativa, che consiste nel 
riconoscimento e nella quantificazione in percentuale delle deformità presenti per ogni 
trattamento, al termine dello svezzamento ed al termine del periodo di post-
svezzamento, cioè quando sono facilmente identificabili tramite l’utilizzo di uno 
stereomicroscopio.  
Qualità dell’acqua 
Due volte al giorno, prima che avvenga la somministrazione degli alimenti, sono stati 
misurati i parametri relativi ad ossigeno disciolto e temperatura presenti in ogni vasca 
utilizzando un ossimetro portatile (OxyGuard Handy – Aquatrade); mentre altri 
parametri, come pH, salinità, concentrazione di nitriti, nitrati ed ammonio sono stati 










Figura 24 - Larve di S.aurata, aventi 
56dph, sottoposte al trattamento 
standard, disposte su piastra Petri 
prima di effettuare le biometrie. 
81 
 
3.3.6 Analisi statistica 
Ognuno dei quattro trattamenti è stato replicato in tre vasche di allevamento 
sperimentali in modo random. Utilizzando il software per l’analisi statistica R, le 
varianze, delle variabili di risposta lunghezza standard (SL), di ogni trattamento sono 
state comparate agli altri, considerandole indipendentemente entro i momenti di 
campionamento (21, 28, 35, 42, 49, 56 dph), tramite l’analisi della varianza ad una via 
(ANOVA) per un disegno gerarchizzato (vasche gerarchizzate in trattamenti), per 
valutare che l’eventuale differenza tra trattamenti non sia dovuta al caso. L’equazione 
del modello lineare si può semplificare come segue (Underwood, 1997):  
 =  ! +  # +  $# +  %  
Dove µ indica il valore reale della media campionaria, Ai indica l’effetto dell’i-esimo 
livello del trattamento cui l’osservazione Xijk appartiene, $# rappresenta l’effetto 
del j-esimo livello vasca gerarchizzato nell’i-esimo livello trattamento ed %  è il 
termine residuo legato all’unicità dell’osservazione. 
E’ stato utilizzato il test C di Cochran per verificare il rispetto delle condizioni di 
omoschedasticità delle varianze, questo test valuta se la varianza di valore massimo è 
omogenea rispetto alle altre, ossia non differisce significativamente, garantendo in 






dove i valori 
4 rappresentano stime campionarie della varianza della popolazione a 
campionata). Una volta verificata la presenza di differenze significative tra le medie 
campionarie dei trattamenti, è stato impiegato il test di Student-Newman-Keuls (SNK) 
per determinare le medie effettivamente e significativamente differenti tra loro, infatti 
questo test a posteriori effettua le comparazioni a coppie multiple fra medie usando la 
distribuzione di intervallo studentizzata (Underwood, 1997). Con l’utilizzo di R, grazie 
alle comparazioni a coppie multiple è possibile verificare la differenza tra ciascuna 
coppia di medie e ottenere una matrice in cui gli asterischi indicano le medie di gruppo 
con differenze significative. 
Mentre per quanto riguarda i parametri di peso umido e peso secco individuali (IndWW 
e IndDW) non è stato possibile effettuare un’analisi statistica significativa in quanto i 
valori di peso si riferiscono alla media di ogni vasca e non a valori di peso individuale, 
ottenuti quindi tramite un campionamento scorretto ai fini statistici. Lo stesso vale per il 
Cumulative Stress Index (CSI),  i cui dati sono rappresentati da un valore per ogni vasca 
e quindi non corretti statisticamente per l’assenza di replicazione.  Dai risultati ottenuti, 
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sono stati comunque costruiti grafici (utilizzando Microsoft Excel) in cui vengono 
espressi i valori medi e il relativo errore standard (
	 = 5
√7
), utilizzati per confrontarli 
con le altre variabili di risposta (SL) che invece presentano un disegno sperimentale 
corretto. 
Poiché la variabile di risposta (SL) viene osservata più volte durante lo studio (una volta 
a settimana), le diverse misurazioni sono tra loro correlate, facendo parte della stessa 
vasca soggetta a variazioni dovute ad effetti random. Il modello di regressione lineare è 
in grado di spiegare la relazione tra variabile di risposta e variabili esplicative, ma non 
la struttura di correlazione tra misure ripetute. Perciò, sarebbe interessante approfondire 
questa analisi tramite un modello ad effetti misti che è in grado di spiegare le variazioni 
della variabile di risposta (SL) dovute alle variabili esplicative (trattamento, vasche, 
tempo) (Zuur et al., 2009). 
L’equazione generale del modello lineare a effetti misti può essere scritta come segue:  
Ri = Xi × β + Zi × bi + εi 
Ri è la variabile di risposta, che dipende dalle due variabili esplicative (Xi ×β e Zi ×bi) 
che rappresentano gli effetti fissi (in questo caso l’effetto del trattamento in funzione del 
tempo), gli effetti random (variazione tra vasche) e le loro interazioni che causano le 
variazioni risultanti nella variabile esplicativa. Il valore β non presenta un indice i, 
quindi non varia al variare degli effetti fissi ed in questo caso rimane invariato per tutti  
i trattamenti. Questa complessa analisi di approfondimento non è stata terminata per 
questo studio ma ha permesso di ottenere i tassi di accrescimento giornaliero relativi ai 
diversi trattamenti. 
Per valutare la significatività delle differenze tra le percentuali di malformazione, 
ottenute al momento della selezione tra i diversi trattamenti, è stato condotto il test del 
chi-qudrato (χ2) per verificare che le percentuali ottenute siano indicative delle reali 













Nel grafico 1 sono stati rappresentati i valori medi di lunghezza standard per ogni 
trattamento, misurati settimanalmente, con i relativi valori di errore standard. Si nota 
come gli individui sottoposti al trattamento standard hanno raggiunto una lunghezza 
standard (SL) maggiore (15,4 mm ±0,45) al termine della prova (56 dph),  mentre le 
larve che non hanno assunto Artemia (TR2) hanno mostrato la crescita peggiore (11,4 
mm  ±0,38), e i trattamenti di sostituzione (TR3 e TR4) presentano una crescita simile e 
intermedia rispetto ai valori precedenti (12,6 mm ±0,31; 12,9 mm ±0,42 
rispettivamente). L’andamento delle lunghezze raggiunte al momento delle misurazioni 
è indicato nella Tabella 11, dove vengono riportate le lunghezze medie per ogni 
trattamento, ottenute dalla lunghezza media di ogni campione di 20 larve appartenente 
ad ogni singola vasca.  
Grafico 1 - Lunghezza standard media di ogni trattamento misurata in diversi giorni dopo la 
schiusa. Errore standard rappresentato dalle barre di errore positivo. 
21dph 28dph 35dph 42dph 49dph 56dph
TR1 5.9 ± 0.13 6.4 ± 0.2 8.4 ± 0.4 10.6 ± 0.42 12.2 ± 0.27 15.4 ± 0.49
TR2 5.8 ± 0.13 5.8 ± 0.2 7.4 ± 0.27 7.7 ± 0.31 8.2 ± 0.38 11.4 ± 0.38
TR3 6 ± 0.13 6.1 ± 0.2 8.3 ± 0.38 8.9 ± 0.34 10.1 ± 0.34 12.6 ± 0.31
TR4 5.8 ± 0.09 6.2 ± 0.2 8.3 ± 0.4 10 ± 0.38 10.6 ± 0.31 12.9 ± 0.42
Tabella 11 – Lunghezza standard media di ogni trattamento (espresse in mm ± errore 
standard), ottenute dalle misurazioni effettuate settimanalmente (da 21 a 56 dph). 
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L’analisi della varianza (ANOVA) è stata effettuata per attestare l’effetto dei trattamenti 
nei diversi momenti temporali (21, 28, 35, 42, 49 e 56 dph) verificando in primis che la 
replicazione delle vasche nei trattamenti sia statisticamente corretta (P-value < 0.05).  
Nella tabella 12 sono indicati i risultati ottenuti dall’ANOVA, tramite l’utilizzo di R, da 
cui è emerso che dopo 21, 28 e 35 giorni, i dati di SL non sono risultati significativi (P 
> 0.05), mentre dai risultati ottenuti a partire da 42 dph, il livello di significatività (P < 
0.01) ha sottolineato che le differenze tra le medie si possono attribuire ad un effetto 







Tabella 12 - Risultati dell'analisi della varianza, ottenuti tramite il software R, sulle lunghezze 




Per verificare l’assunzione di omoschedasticità, è stato effettuato il test C di Cochran. 
Questo test non ha mostrato significatività (Tabella 13), confermando l’omogeneità 




Il test di Student-Newman-Keuls (SNK) a posteriori è stato condotto per testare la 
significatività delle differenze tra le coppie di trattamenti (Tabella 14): 
• A 42 dph, la lunghezza media delle larve del trattamento standard (TR1) è 
risultata essere significativamente maggiore rispetto alle medie dei trattamenti di 
sostituzione parziale, TR3 (P<0.05) e di sostituzione totale (TR2) (P<0.01); la 
media del trattamento 4 è risultata maggiore del trattamento 2 (P<0.01); mentre 
Tabella 14 - Risultati dal test a posteriori SNK 
(Livello di significatività: *P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001) 
Test C di Cochran per l'omogeneità delle varianze
n k C P-value
21 dph 20 12 0.13 0.65
28 dph 20 12 0.14 0.31
35 dph 20 12 0.16 0.058
42 dph 20 12 0.12 0.75
49 dph 20 12 0.13 0.58
56 dph 20 12 0.19 0.007























non è emersa significatività tra le differenze dei trattamenti 1 e 4, tra i 
trattamenti 2 e 3, e infine tra 3 e 4. 
• A 49 dph, tutte le differenze tra medie dei trattamenti sono significative tranne 
che per i trattamenti 3 e 4: la lunghezza media del trattamento standard è 
significativamente maggiore di quella dei trattamenti 2 (P<0.001), 3 e 4 
(P<0.05); mentre il valore del trattamento 2 è significativamente minore di TR3 
e TR4 (P<0.01); 
• A 56 dph, le differenze tra trattamento 2, 3 e 4 non sono risultate significative, 
mentre lo sono tra il trattamento standard e tutti gli altri, questo trattamento è 
quindi significativamente maggiore di TR2 (P<0.01), TR3 e TR4  (P<0.05).  
 
Il tasso di accrescimento giornaliero, ricavato dal modello ad effetti misti (implementato 
in R), è un fattore molto utile per valutare l’accrescimento generale delle larve, ed è 
risultato essere maggiore per gli individui sottoposti al trattamento standard (0.27 
mm/giorno), intermedio per i trattamenti di sostituzione 3 e 4, anche se leggermente 
maggiore nel quarto trattamento (0.18 mm/giorno e 0.2 mm/giorno, rispettivamente), ed 







Grafico 2 - Tasso di crescita delle larve sottoposte ai quattro trattamenti (mm/giorno) 
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4.2 Peso umido e peso secco individuale 
 
 
Tabella 15 - Pesi medi individuali umidi (IndWW) e secchi (IndDW), risultanti dalle misurazioni 
settimanali 
I valori di peso medio individuale umido (IndWW) e secco (indDW) hanno mostrato lo 
stesso trend delle lunghezze standard, confermando, al momento della selezione (56 
dph), valori maggiori per il trattamento di controllo (IndWW: 54 mg ±15; IndDW: 10.7 
a) 
b) 
Grafico 3 - Peso medio umido individuale (a) e peso medio secco individuale (b) 
calcolato per ogni trattamento, in ogni data di campionamento 
21dph 28dph 35dph 42dph 49dph 56dph
IndWW IndDW IndWW IndDW IndWW IndDW IndWW IndDW IndWW IndDW IndWW IndDW
TR1 2.38 0.09 2.35 0.19 6.58 1.07 12.53 2.21 26.22 4.66 54.04 10.75
TR2 2.10 0.11 2.46 0.17 4.17 0.57 5.17 0.72 6.63 0.90 17.41 3.02
TR3 2.63 0.15 1.84 0.10 7.16 1.15 9.05 1.49 15.09 2.47 25.05 4.77
TR4 2.46 0.18 2.17 0.15 7.46 1.20 10.82 1.65 15.33 2.63 26.35 4.94
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mg ±1.2)  intermedi per i trattamenti di sostituzione (IndWW: 25 mg ± 2, per il terzo 
trattamento, 26.3 mg ± 2, per il quarto; IndDW: 4.7 mg ± 0.5, 4.9 mg ± 0.6, 
rispettivamente), e minori per gli organismi che non hanno assunto Artemia (IndWW: 
17.4 mg ± 2.8; IndDW: 3 mg ± 0.6). 
Dai dati di peso umido e secco individuali ottenuti è stato possibile calcolare il tasso di 
accrescimento, tramite il coefficiente DGC (Kaushik, 1998). Il coefficiente di 
accrescimento giornaliero, espresso in g/giorno, risulta nuovamente maggiore nelle 
vasche sottoposte a trattamento standard rispetto alle altre, ed i valori più bassi sono  
quelli relativi ai pesci non alimentati con Artemia (Tabella 16), confermando quanto 




4.3 Cumulative Stress Index (CSI) 
 
La resistenza agli stress, quantificata tramite il CSI medio, non è stata valutata 
statisticamente per l’inconsistenza dei dati a disposizione, ma aumentando la taglia del 
campione si sarebbe potuto diminuire sensibilmente l’errore standard, che è risultato 
essere decisamente elevato, segnalando grande incertezza nella stima della media. 
Comunque i risultati ottenuti possono essere discussi come valori medi con relativo 
Trattamenti DGC (IndWW) DGC (IndDW)
Standard (TR1) 0.063 0.046
No Artemia (TR2) 0.034 0.025
Artemia fino a 33 dph (TR3) 0.04 0.03
Artemia da 28 a 37 dph (TR4) 0.042 0.029
Tabella 16 - Coefficiente di accrescimento giornaliero espresso in  grammi/giorno 
Grafico 4 - Cumulative stress index a 40 e 50dph 
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errore standard. Il primo stress test, attuato all’età di 40 giorni, ha indicato una maggior 
resistenza nelle larve non alimentate con Artemia (CSI = 42 ±6), mentre le meno 
resistenti sono risultate quelle che hanno assunto Artemia fino a 33 dph (CSI = 94 ±4), e 
valori intermedi hanno caratterizzato gli altri trattamenti (trattamento 1: CSI = 62 ±24; 
trattamento 4: CSI = 64 ±44). Il secondo stress test (50 dph) ha invece indicato le larve 
del secondo trattamento come quelle meno resistenti e quindi di minor qualità (CSI = 
107 ±21), mentre per gli altri trattamenti i valori risultanti sono apparsi più o meno 
simili (trattamento 1: CSI = 49 ±15; trattamento 3: CSI = 51 ±44; trattamento 4: CSI = 






La percentuale di individui affetti da qualunque tipo di deformità è stata stimata al 
momento della prima selezione, cioè al termine del periodo di pre-svezzamento (56 
dph). Non è stato possibile individuare deformità relative alla colonna vertebrale perché 
i pesci presentavano dimensioni ridotte e inadeguate per poter essere analizzate, ma è 
stato invece possibile identificare malformazioni craniali, relative all’opercolo e alle 
mandibole (classificate complessivamente come “head deformities”). Dai campioni 
prelevati sono emersi i risultati riassunti in Tabella 17, in cui si nota che gli individui 
che non hanno ricevuto Artemia presentano la più alta percentuale di pesci senza alcuna 
deformità,  anche se il numero di sopravvissuti in vasca era di gran lunga inferiore a 
coloro che sono stati sottoposti agli altri trattamenti (25.1%, paragrafo 4.5), con il più 
alto tasso di deformità riscontrato nei pesci appartenenti al trattamento di controllo. E’ 
inoltre emerso che le deformità più rilevate sono state quelle craniali, relative alla 
mandibola superiore (pugheadness) o inferiore (mandibola corta o assente), seguite da 
malformazioni opercolari. Tuttavia, al momento della selezione, le larve presentavano 
Quality of fry at 1st grading TR1 TR2 TR3 TR4
% mono deopercolated 24 2 0 7
% bi deopercolated 4 0 2 2
total deopercolated 28 2 2 8
%head deformities 31 7 27 30
%skeletal deformities 0 0 0 0
%tail deformities (<14PCF) 0 0 0 0
% fish without any deformity 52 92 72 65
Tabella 17 – Percentuali medie delle malformazioni rilevate nelle larve 
durante la prima selezione (56 dph). 
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dimensioni non adeguate e livelli di sviluppo scadenti, per poter giungere a conclusioni 
valide sul livello di deformità.  
Analizzando i risultati ottenuti con un test del chi quadro (Tabella 18), è stato possibile 









Figura 25 –Esempi di malformazioni riscontrate in 
larve di Sparus aurata al momento dello 
svezzamento (56 dph): a) pugheadness, b) 
deopercolazione, c) short low jaws (in alto) e 
individuo normale (in basso).  
Fo Fe (Fo-Fe) (Fo-Fe)^2 (Fo-Fe)^2/Fe
28.8 17.85 10.95 119.9 6.717
4.8 17.85 -13.05 170.3 9.541
16.8 17.85 -1.05 1.1 0.062
21 17.85 3.15 9.9 0.556
31.2 42.15 -10.95 119.9 2.845
55.2 42.15 13.05 170.3 4.040
43.2 42.15 1.05 1.1 0.026
39 42.15 -3.15 9.9 0.235
24.022
Valore  critico 7.815
Stat test Chi Quadro 24.02






4.5 Svezzamento e selezione 
Trascorsi 56 giorni dopo la schiusa, è stata effettuata la selezione degli individui, che 
permette di continuare ad allevare giovanili della stessa taglia, evitando fenomeni di 
cannibalismo nei confronti di individui di taglia minore.  Le larve sono state dunque 
suddivise per taglia e successivamente è stato stimato il loro peso umido individuale, da 
cui è stato possibile desumere la stima del numero di pesci presenti in  vasca, dopo aver 
misurato la biomassa di ogni vasca, e di conseguenza la percentuale di pesci che 




La numerosità totale degli individui presenti in vasca  è stata calcolata come descritto in 
precedenza ed ha permesso quindi di stimare anche la mortalità larvale al termine della 
prova, sottraendolo dal numero di larve inizialmente presente in vasca. Questi valori, 
espressi come percentuale di sopravvivenza media in Tabella 19, hanno mostrato una 
sopravvivenza molto più elevata nelle vasche del trattamento standard (57%) rispetto al 
Tabella 19 - Numerosità iniziale, numerosità finale e percentuale di 
sopravvivenza per ogni vasca. Numerosità e percentuale di sopravvivenza 
medie per ogni trattamento. 
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Biometrics at 1st grading TR1 TR2 TR3 TR4
Ind WW pool before grading (mg) 54.4 18.2 35.9 44.7
Ind WW S <1.5mm (mg) 38.2 12.2 30.5 33.7
Ind WW M 1.5-2mm (mg) 60.6 33.8 53.2 55.3
Ind WW B >2mm (mg) 96.2 122.5 109.9 126.1
Ind WW XL>2,5 0.0 0.0 181.3 208.7
% of fish that reached metamorphosis (>1.5mm) 76.5 7.4 34.2 48.5
Tank Biomass (g) 1215.0 141.3 455.4 529.7
trattamento 2 (25.1%) e i trattamenti 3 e 4, aventi una percentuale di sopravvivenza 
molto simile (33.5 e 33.1%, rispettivamente). 
A seguito della selezione è emerso che mediamente il 76.5% (15.678 pesci) della 
popolazione soggetta al trattamento di controllo è riuscita a raggiungere una taglia 
adeguata, mentre solo il 7.4% dei pesci che non hanno potuto predare Artemia è riuscita 
ad accrescersi in modo adeguato (662 pesci). Invece, i pesci che hanno assunto Artemia 
solo in un breve periodo del loro sviluppo, hanno mostrato ancora una volta valori 
intermedi: 34.2% per i pesci a cui è stata somministrata fino a 33 dph (4.088 pesci), 
48.5% per i pesci con Artemia nel regime alimentare tra i 28 e i 37 dph (5.723) (Tabella 
20). 
Anche il valore di biomassa totale di ogni vasca mostra che il regime standard 
contribuisce meglio all’accrescimento con un valore medio di 1215 g, contro i 141,3 g 












Tabella 20 - Pesi umidi individuali e biomassa delle vasche durante il processo di 
selezione (valori espressi come medie per ogni trattamento) 
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5. Discussione  
Dai risultai è emerso che il protocollo di alimentazione standard, che prevede la 
somministrazione di prede vive (rotiferi e Artemia) in concomitanza con l’alimento 
sperimentale (LFR52sd), è risultato nel complesso il più efficace. Infatti le vasche 
sottoposte a questo trattamento hanno prodotto quantità maggiori di avannotti di 
lunghezza e peso maggiore rispetto agli altri trattamenti. Anche se questi individui 
presentano le percentuali di deformità più elevate tra i diversi gruppi, non è stato 
possibile affermare che queste siano le reali proporzioni della popolazione, ma l’alta 
percentuale espressa potrebbe indicare dei percorsi alimentari alternativi per ottenere 
tassi di crescita e avannotti di ottima qualità e quantità.  
Analizzando le differenze riscontrate al termine della prova (56 dph) si deduce che la 
lunghezza standard (SL) delle larve del trattamento standard differisce 
significativamente dagli altri per effetto del regime alimentare a cui sono state 
sottoposte e quindi è possibile sostenere che un regime alimentare standard, composto 
sia da alimento vivo che da alimento inerte, sia da considerare ancora il miglior tipo di 
alimentazione per le larve di S. aurata (Person-Le Ruyet et al., 1993; Kolkovski et al., 
1997a,b,c; Rosenlund et al., 1997; Koven et al., 2001a). Risulta invece abbastanza 
sorprendente che i trattamenti di sostituzione parziale e totale non siano risultati 
significativamente differenti tra loro alla fine della prova (56 dph), mentre ci si poteva 
aspettare risultati differenti, considerando la significatività riscontrata nei controlli 
precedenti (42 e 49 dph). 
I risultati dell’ANOVA sono emersi non significativi da 21 a 35 dph, mentre il regime 
alimentare ha mostrato il proprio effetto soprattutto nella seconda parte del periodo di 
svezzamento larvale (da 42 dph in poi), che potrebbe corrispondere all’aumento 
dell’attività enzimatica digestiva e ad una maggior assimilazione delle sostanze nutritive 
presenti nell’alimento somministrato, processi che tipicamente mostrano grande attività 
in questo periodo dello sviluppo larvale, dovuta all’accrescimento e alla 
differenziazione dei tessuti digerenti (Elbal et al., 2004). Considerando che non è stata 
rilevata alcuna differenza significativa fino a 42 dph, è probabile che le larve sottoposte 
ai trattamenti 2, 3 e 4 riescano inizialmente a digerire gli alimenti grazie allo stimolo 
enzimatico indotto dall’alimento vivo (Moyano et al., 1996), rotiferi per il secondo 
trattamento e Artemia per i restanti due, stimolo che termina non appena termina anche 
la somministrazione di questi, dato che il tratto digerente non si è completamente 
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sviluppato (Elbal et al., 2004). Infatti la somministrazione di Artemia per il TR3 termina 
a 33 dph e fino a 35 dph non ci sono differenze significative. Inoltre, una crescita 
iniziale (fino a 35 dph) simile a quella del trattamento standard si verifica perché i primi 
sforzi sono utili a completare gli apparati fondamentali, e di conseguenza, i caratteri 
morfologici che mostrano una crescita relativamente rapida in larve molto piccole sono 
probabilmente legate alle priorità funzionali, vale a dire l'alimentazione, lo scambio di 
gas e il nuoto (sia per catturare prede che per evitare i predatori) (Balon, 1985).  
Anche i cambiamenti in termini di peso mostrano lo stesso andamento visualizzato per 
le lunghezze standard, con valori più alti per il trattamento standard, intermedi per i 
trattamenti di sostituzione parziale e minimi per il trattamento di sostituzione totale di 
Artemia, ad avvalorare ciò che è stato affermato precedentemente. I risultati ottenuti 
sulle dimensioni generali raggiunte (SL, IndWW e IndDW) dalle larve sono concordi 
con quelli ottenuti al momento della selezione e possono quindi essere riassunti come la 
capacità di raggiungere almeno la taglia di metamorfosi, in tal senso è stato stimato il 
numero di pesci con taglia >1.5 mm a 56dph e, confrontandolo con il numero di larve 
senza deformità, emerge che, pur mostrando bassissime percentuali di deformità, le 
larve che non assumono Artemia non si sviluppano in quantità adeguate, infatti 
solamente circa 662 larve hanno superato la taglia di metamorfosi nonostante siano 
circa 8232 quelle senza deformità, lo stesso vale per le larve dei trattamenti 3 e 4, che 
mostrano basse percentuali nel raggiungimento di una taglia corporea adeguata.  
 
 
Dal momento che non sono stati effettuati campionamenti per stimare il numero di larve 
di qualità (senza deformità) tra quelle che avevano raggiunto la metamorfosi, non è 
possibile valutare l’ampiezza di questa sottopopolazione, che ci permetterebbe di 
stimare la produttività finale. Tuttavia, in base al numero di giovanili prodotti, si può 
effettuare una stima delle quantità utilizzate per ottenere questo tasso di produzione, da 
cui è emerso che sono stati utilizzati ∼0,7 Kg di cisti di Artemia per produrre le larve dei 
trattamenti 3 e 4 (11.956 e 11.800 rispettivamente), mentre sono stati utilizzati ∼1,5 Kg 
Tabella 19 – Confronto tra numerosità finale, numero di pesci che hanno raggiunto la 
metamorfosi e numero di pesci di qualità (senza deformità). 
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di cisti per produrre 20.495 pesci sottoposti al trattamento standard. Per questo, 
analizzando la Tabella 19 si può notare che le larve dei trattamenti 3 e 4 hanno 
raggiunto comunque un livello qualitativo e quantitativo apprezzabile, se si considera la 
quantità di Artemia somministrata (Curnow et al., 2006).  
I risultati degli stress test indicano che probabilmente, fino a 40dph, l’elevata mortalità 
che colpisce le larve che non ricevono Artemia, permette la sopravvivenza solo degli 
individui di qualità maggiore e che quindi resistono meglio a stress di tipo salino, 
mentre gli organismi degli altri trattamenti, non presentando grandi differenze, 
posseggono un grado di tolleranza agli stress piuttosto simile. Infatti i diversi regimi 
alimentari iniziano ad avere effetto sullo sviluppo durante questo periodo. Lo stress test 
effettuato a 50dph, ha mostrato invece dei risultati opposti ai precedenti, con le larve del 
secondo trattamento che rivelano la peggior resistenza della serie, mentre gli altri 
trattamenti sono a questo punto più resistenti ma restano comunque molto simili tra 
loro. Data l’importanza delle informazioni ottenibili da questo indice (CSI), potrebbe 
rivelarsi utile ed interessante effettuare questi stress test cercando di limitare l’errore 
standard, per esempio aumentando la taglia del campione prelevato da ogni vasca. Gli 
acidi grassi polinsaturi (soprattutto ARA) sono importanti precursori nella sintesi degli 
eicosanoidi, (Bell et al., 2003) mediatori essenziali nelle reazioni infiammatorie e nella 
risposta immunitaria. In caso di carenze dietetiche di acidi grassi essenziali l’attività 
antibatterica dei macrofagi è risultata notevolmente ridotta (Kiron et al., 1995) e quindi 
ne deriva una minor resistenza degli esemplari a patogeni e ad alterazioni ambientali e 
di conseguenza una minore sopravvivenza. Questo è conforme con i risultati ottenuti 
dagli stress test e sulla lunghezza raggiunta, infatti la resistenza agli stress delle larve 
che non assimilano HUFA dall’alimento vivo (TR2) risulta inferiore agli altri 
trattamenti da 50 dph, quando l’effetto dell’assimilazione degli acidi grassi è risultato 
essere significativo. 
Gli scarsi risultati ottenuti con l’alimentazione esclusivamente artificiale potrebbero 
indicare che questo alimento potrebbe aver impedito l’inizio del processo di sviluppo 
per mancanza di qualche elemento fondamentale, il che porta ad un’elevata mortalità, 
pur avendo ingerito il mangime che funge da alimento di mantenimento ma con scarsi 
risultati in termini di accrescimento. Una possibile spiegazione si trova nell’incapacità 
delle larve di digerire efficientemente l’alimento artificiale prima che lo stomaco abbia 




Al termine di questa prova sperimentale, si può confermare che il protocollo standard 
descrive il miglior regime alimentare per le larve di Sparus aurata. Comunque le larve 
sottoposte al terzo e quarto trattamento hanno mostrato un accrescimento adeguato 
rispetto alle percentuali di Artemia assunta, mostrando anche il miglior tasso di 
conversione alimentare (FCR) rispetto agli altri trattamenti. Sarebbe interessante 
verificare se il minor costo nella produzione di Artemia, dovuto alla produzione in 
quantità estremamente minori rispetto al protocollo standard (5%), possa comunque 
produrre numerose larve di qualità di valenza commerciale.  
I risultati ottenuti sull’accrescimento delle larve sottoposte alla sostituzione parziale di 
Artemia, si sono rivelati interessanti e confermano un miglior assorbimento durante 
alcune fasi dello sviluppo larvale, dovuto allo sviluppo del digerente con corredo 
enzimatico annesso (Moyano et al., 1996). Questo risultato si dimostra importante 
perché potrebbe indirizzare la ricerca verso una somministrazione di Artemia a partire 
da circa 28 dph, escludendo quindi i primi 10 giorni, che ridurrebbe i costi di 
produzione, ma provando ad aumentare le quantità e protraendo quindi il periodo di 
svezzamento dall’alimento vivo dopo i 37 dph, previsto dal protocollo del quarto 
trattamento, fino a quando il digerente non si sia sviluppato quasi completamente. 
I valori di lunghezza e peso ottenuti sono risultati migliori rispetto alle larve a cui non è 
stata somministrata Artemia, probabilmente a sottolineare l’importanza di questo 
crostaceo nell’alimentazione larvale di orata, oppure ad indicare semplicemente la 
mancanza di componenti nutrizionali indispensabili, presenti esclusivamente nei nauplii 
di Artemia arricchiti.  
La più bassa percentuale di deformità riscontrata nelle larve del secondo trattamento, 
così come l’elevata resistenza a stress salini dopo 40 dph, potrebbero anche indicare un 
effetto dannoso di Artemia, che non è una preda naturale di Sparus aurata, tanto da 
dover essere sottoposta ad un trattamento di arricchimento prima di essere immessa 
nelle vasche di allevamento larvale. Pertanto, Grande interesse è stato recentemente 
rivolto verso l’identificazione di diete vive alternative che potessero non solo sostituire 
le classiche diete, ma anche aumentare la sopravvivenza di specie ittiche allevabili. 
Diversi studi hanno testato l’effettivo impiego dei copepodi come alimento (Støttrup & 
Norsker, 1997; Støttrup, 2000; McKinnon et al., 2003; Malzone, 2008) ed i risultati in 
laboratorio hanno generalmente mostrato una buona crescita e percentuale di 
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sopravvivenza di larve di pesce alimentate con plancton ricco di copepodi. I copepodi 
hanno una composizione biochimica che corrisponde alle richieste nutrizionali delle 
larve di pesce, con particolare attenzione agli acidi grassi. Diversi sono i benefici 
riportati in letteratura per l’impiego di copepodi come dieta larvale alternativa: valore 
nutrizionale superiore risultante in un normale sviluppo con conseguente eliminazione 
di arricchitori (Norsker & Støttrup, 1994; Heath & Moore, 1997; Næss & Lie, 1998); 
aumento della resistenza allo stress (Kraul et al., 1993) ed alle malattie; disponibilità di 
fasi larvali con taglia perfetta per la primissima alimentazione delle larve (Tito de 
Morais & Bodiou, 1984); stimolo al comportamento di predazione (Støttrup & Norsker, 
1997); sorgente di enzimi digestivi esogeni che migliorerebbero la digestione della 
preda nei primi stadi di sviluppo larvale in cui l’apparato digerente non è ancora 
completamente funzionante (Munilla-Moran et al., 1990); aiuto nel mantenere in 
sospensione le colture algali nei sistemi di allevamento in acque verdi (Støttrup et al., 
1995). L’impiego di copepodi non prevede l’uso di particolari arricchitori, ma 
semplicemente l’utilizzo di microalghe, che sono poi l’alimento naturale di questi 
organismi. 
Tuttavia, resta ancora da dimostrare che i costi aggiuntivi per la produzione di copepodi 
risultino in un aumento dei profitti dovuti a percentuali più elevate di avannotti  
normalmente pigmentati, che presentano crescita e sopravvivenza migliori, e minor 
incidenza di malattie. Il settore della produzione intensiva di copepodi è ancora agli 
esordi ed attualmente non è ancora esteso oltre la scala sperimentale, data la pronta 
disponibilità di uova di Artemia. Fino a quando queste vengono facilmente raccolte in 
natura, un confronto economico diretto, sulla base dei costi per unità di biomassa, non 
favorirà la coltivazione di copepodi. Ciò nonostante, una valutazione economica delle 
prestazioni di incubazione, utilizzando le due diverse strategie di alimentazione 
(copepodi vs. rotiferi e Artemia) sarebbe utile per comprendere al meglio il problema.  
In acquacoltura, è stata mostrata una crescita di compensazione riguardante il recupero 
del peso e della taglia corporea in pesci sottoposti a regimi alimentari con differenti 
qualità nutrizionali (Tian & Qin, 2004), così come un recupero delle malformazioni 
verificatesi durante il processo di sviluppo (Beraldo & Canavese, 2011). Questa crescita 
potrebbe compensare le eventuali mancanze nutrizionali dipendenti dalla dieta a cui 
sono state sottoposte precedentemente le larve e quindi, anche dopo lo svezzamento 
dall’alimento vivo, potrebbero raggiungere un livello di sviluppo comparabile a quello 
delle larve sottoposte ad un’alimentazione standard. I tempi di recupero mostrati da 
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Tian e Qin (2004), su Lates calcarifer, dipendono strettamente dalla dieta ricevuta 
durante il periodo di pre-svezzamento, ulteriori indagini aiuterebbero a comprendere se 
la lunghezza del periodo di recupero di S. aurata possa portare ad una produzione così 
efficiente da bilanciare gli elevati costi di produzione di Artemia.  
In generale, maggiori informazioni devono essere apprese riguardanti la nutrizione 
larvale dei pesci, testando ulteriormente l'effetto di diete combinate, per stabilire il 
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Age T°C light GWS MIC-F Rot Rot AF EG Start S Wean S water filtro
lux g/day g/day ind/ml in Mill mil/d mil/d 1/2 2/4 %/day micron
18 18.5 300 23 5 15.0 15 120 250/500
19 18.5 300 21 5 15.0 15 0.7 7.7 120 250/500
20 18.5 300 21 5 15.0 15 1.0 9.0 140 250/500
21 18.5 300 21 5 15.0 15 1.0 9.0 140 250/500
22 18.5 300 21 5 15.0 21 1.5 12.8 160 250/500
23 18.5 300 21 5 15.0 31 1.5 12.8 160 250/500
24 18.5 300 26 5 15.0 31 1.5 12.8 180 250/500
25 18.5 400 26 5 10.0 15 1.5 13.0 180 500
26 18.5 400 26 5 10.0 15 2.0 3.4 13.0 200 500
27 18.5 400 26 5 10.0 15 2.0 3.9 13.0 200 500
28 18.5 400 21 5 10.0 15 1.2 6.4 13.0 200 500
29 18.5 400 21 5 10.0 15 1.0 6.4 25.6 200 500
30 18.5 400 21 5 10.0 15 0.0 7.7 25.6 5.1 200 500
31 18.5 400 21 7.7 25.6 5 200 500
32 18.5 400 15 9.0 25.6 15 200 500
33 18.5 400 9 9.0 25.6 19 200 500
34 18.5 400 10.3 25.6 26 200 500
35 18.5 500 10.3 20.5 31 200 500
36 18.5 500 11.5 51 200 500
37 18.5 500 11.5 51 200 500
38 18.5 500 11.5 56 200 500
39 18.5 500 12.8 56 200 500
40 18.5 500 12.8 56 300 500
41 18.5 500 14.1 56 300 500
42 18.5 500 14.1 56 300 500
43 18.5 500 15.4 64 300 500
44 18.5 500 15.4 64 400 500
45 18.5 500 15.4 64 400 500
46 18.5 500 15.4 64 400 500
47 18.5 500 15.4 64 500 500
48 18.5 500 14.9 77 500 500
49 18.5 500 14.9 77 500 500
50 18.5 500 12.8 77 500 500
51 18.5 500 12.8 77 500 500
52 18.5 500 10.3 77 800 500
53 18.5 500 10.3 90 800 500
54 18.5 500 9.0 90 800 500
55 18.5 500 7.7 100 800 500
56 18.5 500 7.7 100 800 500
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Age T°C light GWS MIC-F Rot Rot AF EG LFR52 LFR52 water filtro
lux g/day g/day ind/ml in Mill mil/d mil/d 1/2 2/4 %/day micron
18 18.5 300 23 5 15.0 15 120 250/500
19 18.5 300 21 5 15.0 21 8 120 250/500
20 18.5 300 21 5 15.0 21 0 10 140 250/500
21 18.5 300 21 5 15.0 26 9 140 250/500
22 18.5 300 21 5 15.0 26 14 160 250/500
23 18.5 300 21 5 15.0 31 15 160 250/500
24 18.5 300 26 5 15.0 31 15 180 250/500
25 18.5 400 26 5 10.0 38 11 180 500
26 18.5 400 26 5 10.0 38 0 19 200 500
27 18.5 400 26 5 10.0 38 20 200 500
28 18.5 400 21 5 10.0 38 24 200 500
29 18.5 400 21 5 10.0 31 38 200 500
30 18.5 400 21 5 10.0 31 44 200 500
31 18.5 400 21 31 36 5 200 500
32 18.5 400 15 31 47 6 200 500
33 18.5 400 9 0 45 19 200 500
34 18.5 400 51 21 200 500
35 18.5 500 43 30 200 500
36 18.5 500 38 38 200 500
37 18.5 500 38 38 200 500
38 18.5 500 48 32 200 500
39 18.5 500 50 33 200 500
40 18.5 500 50 33 300 500
41 18.5 500 43 43 300 500
42 18.5 500 43 43 300 500
43 18.5 500 48 48 300 500
44 18.5 500 32 64 400 500
45 18.5 500 96 400 500
46 18.5 500 96 400 500
47 18.5 500 96 500 500
48 18.5 500 108 500 500
49 18.5 500 108 500 500
50 18.5 500 104 500 500
51 18.5 500 104 500 500
52 18.5 500 98 800 500
53 18.5 500 111 800 500
54 18.5 500 109 800 500
55 18.5 500 116 800 500
56 18.5 500 116 800 500
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III. Protocollo di sostituzione parziale di Artemia (5% dell’alimento totale) 










Age T°C light GWS MIC-F Rot Rot AF EG LFR52 LFR52 water filtro
lux g/day g/day ind/ml in Mill mil/d mil/d 1/2 2/4 %/day micron
18 18.5 300 23 5 15.0 15 120 250/500
19 18.5 300 21 5 15.0 15 0.7 7.7 120 250/500
20 18.5 300 21 5 15.0 15 1.0 9.0 140 250/500
21 18.5 300 21 5 15.0 18 1.0 8.5 140 250/500
22 18.5 300 21 5 15.0 21 1.5 12.8 160 250/500
23 18.5 300 21 5 15.0 31 1.5 12.8 160 250/500
24 18.5 300 26 5 15.0 31 1.5 12.8 180 250/500
25 18.5 400 26 5 10.0 15 1.5 13.0 180 500
26 18.5 400 26 5 10.0 15 2.0 3.4 13.0 200 500
27 18.5 400 26 5 10.0 15 2.0 3.9 13.0 200 500
28 18.5 400 21 5 10.0 15 1.2 6.4 13.0 200 500
29 18.5 400 21 5 10.0 15 1.0 6.4 25.6 200 500
30 18.5 400 21 5 10.0 15 0.0 7.7 27.1 3.6 200 500
31 18.5 400 21 26 7.7 22.6 3.0 200 500
32 18.5 400 15 26 9.0 25.6 10.3 200 500
33 18.5 400 9 0 9.0 27.2 17.7 200 500
34 18.5 400 40.2 32.6 200 500
35 18.5 500 40.9 31.9 200 500
36 18.5 500 75.5 200 500
37 18.5 500 75.5 200 500
38 18.5 500 80.6 200 500
39 18.5 500 83.3 200 500
40 18.5 500 83.3 300 500
41 18.5 500 86.0 300 500
42 18.5 500 86.0 300 500
43 18.5 500 96.4 300 500
44 18.5 500 96.4 400 500
45 18.5 500 96.4 400 500
46 18.5 500 96.4 400 500
47 18.5 500 96.4 500 500
48 18.5 500 108.2 500 500
49 18.5 500 108.2 500 500
50 18.5 500 103.8 500 500
51 18.5 500 103.8 500 500
52 18.5 500 98.5 800 500
53 18.5 500 111.3 800 500
54 18.5 500 108.6 800 500
55 18.5 500 116.2 800 500
56 18.5 500 116.2 800 500
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IV. Protocollo utilizzato per il trattamento di sostituzione parziale che prevede la 










Age T°C light GWS MIC-F Rot Rot AF EG LFR52 LFR52 water filtro
lux g/day g/day ind/ml in Mill mil/d mil/d 1/2 2/4 %/day micron
18 18.5 300 23 5 15.0 15 120 250/500
19 18.5 300 21 5 15.0 21 7.8 120 250/500
20 18.5 300 21 5 15.0 21 9.6 140 250/500
21 18.5 300 21 5 15.0 26 8.6 140 250/500
22 18.5 300 21 5 15.0 26 14.4 160 250/500
23 18.5 300 21 5 15.0 31 15.4 160 250/500
24 18.5 300 26 5 15.0 31 15.4 180 250/500
25 18.5 400 26 5 10.0 38 11.0 180 500
26 18.5 400 26 5 10.0 38 18.9 200 500
27 18.5 400 26 5 10.0 38 20.0 200 500
28 18.5 400 21 5 10.0 38 1.0 21.8 200 500
29 18.5 400 21 5 10.0 31 1.5 34.6 200 500
30 18.5 400 21 5 10.0 31 5.0 29.4 4.0 200 500
31 18.5 400 21 31 5.0 26.7 3.6 200 500
32 18.5 400 15 31 7.0 27.8 11.2 200 500
33 18.5 400 9 7.0 30.3 18.8 200 500
34 18.5 400 0 7.0 31.8 26.3 200 500
35 18.5 500 10.3 23.5 27.8 200 500
36 18.5 500 11.5 51.3 200 500
37 18.5 500 11.5 51.3 200 500
38 18.5 500 80.6 200 500
39 18.5 500 83.3 200 500
40 18.5 500 83.3 300 500
41 18.5 500 86.0 300 500
42 18.5 500 86.0 300 500
43 18.5 500 96.4 300 500
44 18.5 500 96.4 400 500
45 18.5 500 96.4 400 500
46 18.5 500 96.4 400 500
47 18.5 500 96.4 500 500
48 18.5 500 108.2 500 500
49 18.5 500 108.2 500 500
50 18.5 500 103.8 500 500
51 18.5 500 103.8 500 500
52 18.5 500 98.5 800 500
53 18.5 500 111.3 800 500
54 18.5 500 108.6 800 500
55 18.5 500 116.2 800 500
56 18.5 500 116.2 800 500
